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Resumo 
 
A interacção do etanol com bicamadas lipídicas pode induzir a sua redução de 
espessura por diferentes processos – interdigitação, desordem e/ou aumento dos ângulos 
de inclinação das cadeias acilo dos fosfolípidos. Estas conclusões foram obtidas em 
estudos anteriores a partir da análise de bicamadas compostas por um lípido ou dois 
lípidos sem separação de fases, pelo que, alguns aspectos permanecem por esclarecer, 
como o papel dos domínios lipídicos na interacção com etanol. Assim, o principal 
objectivo deste estudo foi acompanhar, por microscopia de força atómica (AFM) em 
solução, as alterações induzidas pelo etanol em bicamadas lipídicas suportadas (SLB’s) 
contendo domínios. Diferentes sistemas lipídicos foram utilizados: um lípido puro na 
fase fluida (1,2-Dioleoil-sn-Glycero-3-fosfocolina – DOPC), um lípido puro na fase gel 
(1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-fosfocolina – DPPC), misturas binárias de fosfolípidos 
com coexistência de fases gel/fluida (DOPC/DPPC – 1:1) e misturas ternárias contendo 
jangadas lipídicas, ou seja, speração de fases líquida ordenada/líquida desordenda 
(DOPC/DPPC/Colesterol – 40:40:20 e DOPC/Pampitoilesfingomielina (PSM)/Col – 
40:40:20). A partir das diferenças de altura observadas antes e após a adição de etanol 
aos sistemas puros e à mistura DOPC/DPPC, verifica-se que no sistema binário a 
redução de espessura da fase fluida ocorre antes do que na fase gel. Contudo, para as 
misturas contendo jangadas lipídicas observou-se o adelgaçamento simultâneo de toda a 
bicamada. Este efeito foi observado em SLB’s depositadas em mica e silício. Para todas 
as composições estudadas, observou-se a expansão da bicamada lipídica correspondente 
aos domínios mais desordenados, e concomitante aumento da sua fracção. Estes 
resultados mostram a capacidade do etanol influenciar as propriedades da bicamada de 
modos diferentes de acordo com a composição membranar. Assim, o etanol poderá 
exercer os seus efeitos biológicos não só por redução da espessura da bicamada, mas 
eventualmente por alteração da conformação e distribuição lateral de proteínas, como 
consequência da modificação da ordem da bicamada e da proporção de domínos 
ordenados versus desordenados.  
A deposição de SLB’s de vários componentes sobre ouro foi também estudada. 
Iniciou-se também o estudo da adsorção de lacase (um enzima oxidase) a uma bicamada 
depositada em ouro. Observou-se uma diferença de alturas numa bicamada lipídica 
composta por DOPC/PSM/Col em ouro correspondente a jangadas lipídicas e adsorção 
 XII 
 
de lacase a esta bicamada. Este resultado pode ser o ponto de partida para estudos mais 
detalhados sobre a biofísica de lípidos ou para uma aplicação na área dos biossensores. 
 
Palavras-chave: Microscopia de força atómica; domínios gel/fluido e líquido ordenado/ 
líquido desordenado; jangadas lipídicas; interdigitação; lacase. 
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Abstract 
 
The interaction of ethanol with lipid bilayers promotes their thickness reduction 
by a variety of processes: interdigitation, disorder increase and/or the increasing of the 
tilt angle of the phospholipid acyl chain. These conclusions were achieved in previous 
works upon the study of lipid bilayers composed by one or two lipids without phase 
separation. In this way, important issues remain unclear, such as the role of lipid 
domains on ethanol-bilayer interactions. The main purpose of this study was to follow 
the changes induced by ethanol on supported lipid bilayers (SLB’s) with nano to 
microdomains by in situ Atomic Force Microscopy. To this goal, pure lipids in the fluid 
phase (DOPC) and in the gel phase (DPPC), binary phospholipid mixtures 
(DOPC/DPPC – 1:1) with gel/fluid phase coexistence, and ternary lipid mixtures 
containing cholesterol, i.e., raft forming mixtures (DOPC/DPPC/cholesterol – 40:40:20 
and DOPC/sphingomyelin/cholesterol – 40:40:20) were investigated. From the height 
differences observed upon ethanol addition to pure lipids (DPPC and DOPC), and to the 
lipid mixture DOPC/DPPC we conclude that in the binary system the thickness 
reduction of the fluid phase occurs prior to the gel phase. However, for the two mixtures 
containing lipid rafts (DOPC/sphingomyelin/Cholesterol and DPPC/DOPC/Cholesterol) 
we observed the simultaneous thickness reduction of both raft and non raft portions of 
the membrane. This phenomenon occurred in both mica and silicon substrates. For all 
compositions studied, bilayer expansion was observed for the most disordered domains, 
which consequently has promoted a fraction increase of these domains. These results 
show the ability of ethanol to influence the bilayer properties in different ways 
according to membrane composition. Ethanol may exert its biological effects not only 
by reducing bilayer thickness, but also by changing membrane proteins conformation 
and lateral distribution, as a consequence of the altered properties of the lipid bilayer, 
namely the disordered/ordered domains proportion. 
The formation of multicomponents SLB on gold was also studied. It was 
observed for a lipid bilayer composed by DOPC/PSM/Cholesterol an height difference 
correspondent to a lipid raft and similar to the one obtained for an identic bilayer 
deposited on mica. Furthermore the adsorption of laccase (an oxidoredutase enzyme) 
onto the referred bilayer has been performed. Due to gold properties this may be a 
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starting point to more detailed studies concerning lipid biophysics or to an application in 
biosensing area.  
 
Keywords: Atomic force microscopy; gel/fluid and ordered/disordered domains; lipid 
rafts; interdigitation; laccase. 
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1. Introdução 
 
As membranas biológicas são constituintes essenciais de todas as células, 
definindo os seus limites e regulando o tráfego molecular entre o interior e o exterior 
celular. Nas células eucarióticas, as membranas são responsáveis pela divisão do espaço 
interno da célula em diferentes compartimentos, de forma a separar processos e 
componentes. Pelo contrário, nas células procarióticas não se verifica a presença de 
membranas internas. Além de actuarem como uma barreira que permite a passagem 
selectiva de solutos, as membranas estão envolvidas na organização de complexas 
sequências de reacção e no reconhecimento célula-a-célula. As funções biológicas 
desempenhadas pelas membranas são influenciadas pelas suas propriedades biofísicas 
como a fluidez, carga ou curvatura. [1-3]  
 
1.1 Composição das Biomembranas 
 
Os principais componentes das biomembranas são lípidos e proteínas, os quais 
se encontram em diferentes proporções mássicas consoante o tipo de célula e/ou 
organismo (Quadro 1). As membranas contêm igualmente uma pequena quantidade de 
poliósidos sob a forma de glicoproteínas e glicolípidos. [1,4]  
A bicamada lipídica é formada por uma grande variedade de lípidos, e cada 
membrana, possui uma composição diferente (Quadro 1), a qual reflecte as diferentes 
funções associadas a essa biomembrana. As principais classes de lípidos presentes nas 
membranas biológicas são os glicerofosfolípidos, os esfingolípidos, os glicolípidos e os 
esteróis. [4,5]  
Os glicerofosfolípidos (Figura 1a) são compostos por uma molécula de glicerol 
que se encontra esterificada no carbono α com um grupo fosfato, e em cada um dos 
restantes átomos de carbono com um ácido gordo de cadeia longa. O glicerol não 
apresenta qualquer carbono assimétrico. Contudo a ligação do grupo fosfato, com 
formação do fosfato de glicerol, torna-o num composto quiral. Nas biomembranas os 
glicerofosfolípidos são todos derivados do estereoisómero L, que no sistema de 
numeração estereoespecífica, sn (stereospecific numbering), é designado por ácido sn-
glicero-3- fosfórico. Consoante o grupo X da Figura 1a diferentes classes de 
glicerofosfolípidos podem ser formadas. No Quadro 2 mostra-se a estrutura, 
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nomenclatura, abreviaturas e carga global a pH 7.0 dos glicerofosfolípidos mais comuns. 
O grupo substituinte irá influenciar a carga global do lípido. As fosfatidilcolinas, classe 
à qual pertencem os glicerofosfolípidos usados neste trabalho experimental, não 
apresentam carga global (são zwitteriónicas) a pH neutro e são um dos principais 
constituintes das membranas animais, especialmente no que concerne ao folheto externo. 
[4-6]  
 
Quadro 1 – Composição de algumas membranas celulares animais e de bactérias. PC – 
fosfatidilcolina; PE – fosfatidiletanolamina; PS – fosfatidilserina; PI – fosfatidilinositol; PG – 
fosfatidilglicerol; SM – Esfingomielina; Col – colesterol. Adaptado de [1]  e [4] . 
 
Membranas 
Razão mássica 
lípido/proteína 
Lípidos principais 
Mielina (humana) 3-4 
PC 10%; PE 20%; PS 8.5%; 
SM 8.5%; Col 27% 
Membrana discoidal (bovina) 1 
PC 41%; PE 39%; PS 13%; 
vestígios de Col 
Eritrócito (humano) 0.75 
PC 25%; PE 22%; PS 10%; 
SM 18%; Col 25% 
Retículo sarcoplasmático (coelho) 0.66-0.7 
PC 66%; PE 12.6%; PI 8.1%; 
Col 10% 
E. coli (membrana interna) 0.4 PE 74%; PG 19 %; sem Col 
 
 
As cadeias acilo esterificadas nos carbonos 1 e 2 do ácido sn-glicero-3- fosfórico, 
variam, quer em comprimento, quer em grau de saturação (Quadro 3). Nos mamíferos 
os glicerofosfolípidos mais comuns contêm um ácido gordo saturado C16 (16 carbonos) 
ou C18 na posição sn-1 e um ácido gordo insaturado C18 ou C20 na posição sn-2. Um 
ácido gordo saturado, tal como um ácido gordo com uma insaturação trans apresentam 
uma cadeia linear. Por outro lado, um ácido gordo com uma insaturação cis, aquela que 
mais ocorre em termos biológicos, introduz uma deformação na cadeia. [4-6]  
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a) b)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 - Estrutura geral para as classes de a) glicerofosfolípidos e b) esfingolípidos de 
mamífero. O esqueleto de a) glicerol e b) esfingosina encontram-se realçados a preto. De acordo 
com o grupo substituinte -X (Quadro 2) diferentes tipos de fosfolípidos podem ser originados. 
Adaptado de [5] . 
 
 
Quadro 2 -  Grupos polares dos diferentes glicerofosfolípidos, suas denominações, abreviaturas 
e carga global a pH 7.0. Adaptado de [4] . 
 
- X na  
Figura 1 
Nome genérico 
Nome 
sistemático 
Abreviatura 
Carga global 
a pH 7.0 
-H Ácido fosfatídico 
Ácido 1,2-diacil-
sn-glicero-3-
fosfórico 
PA -1 
-CH2-CH2-
N
+(CH3)3 
Fosfatidilcolina 
1,2-diacil-sn-
glicero-3-
fosfocolina 
PC 0 
-CH2-CH2- N
+
H3 Fosfatidiletanolamina 
1,2-diacil-sn-
glicero-3-
fosfetanolamina 
PE 0 
-CH2-CH 
(COO-)N+H3 
Fosfatidilserina  
1,2-diacil-sn-
glicero-3-
fosfoserina 
PS -1 
-CH2-CHOH-
CH2OH 
Fosfatidilglicerol  
1,2-diacil-sn-
glicero-3-
fosfoglicerol 
PG -1 
        OH   OH 
 
            A2 
                     A1 
        OH 
Fosfatidilinositol  
1,2-diacil-sn-
glicero-3-fosfo-
1’-mio-inositol 
PI -1 
X 
X 
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Os efingolípidos têm como base a ceramida. A ceramida resulta da condensação 
de um ácido gordo saturado ou insaturado de cadeia longa com uma amina de longa 
cadeia alifática hidroxilada através da formação de uma ligação amida. Em células 
animais a amina mais comum é a esfingosina, enquanto que nas células vegetais é a 
fitosfingosina. O grupo substituinte X na Figura 1b é do mesmo tipo do encontrado nos 
glicerofosfolípidos. A esfingomielina, o esfingolípido em que o grupo X corresponde a 
uma fosfocolina, é o esfingolípido mais abundante em células animais, sendo um dos 
principais componentes das membranas dos neurónios, tendo sido também utilizado 
neste trabalho. [4-6]  
Os glicolípidos podem ser glicoglicerolípidos ou glicosfingolípidos. Os 
glicoglicerolípidos são glicósidos de 1,2-diacilgliceróis que são bastante comuns em 
plantas e bactérias, mas raros em animais. Os glicosfingolípidos resultam da junção de 
um grupo glicídico por ligação β-glicosídica ao grupo hidroxilo terminal da ceramida. 
Um subgrupo dos glicosfingolípidos, os cerebrósidos, apresentam apenas uma ose 
ligada à ceramida, usualmente a glucose ou galactose. Os gangliósidos, o grupo de 
glicosfingolípidos mais complexo, contêm um oligósido com um ou mais resíduos de 
ácido siálico. [4-6]  
Dois fosfolípidos e um esfingolípidos foram utilizados neste trabalho, o 1,2-
Dioleoil-sn-Glycero-3-fosfocolina (DOPC) e o 1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-fosfocolina 
(DPPC), e a -Palmitoil-D-eritro-Esfingosilfosforilcolina (PSM). Estes lípidos foram 
escolhidos tendo em conta a sua abundância biológica e/ou o facto do seu 
comportamento em termos de fases estar bem caracterizado na literatura [7-9] . 
 
Quadro 3 -  Nomes comuns e designações simbólicas para ácidos gordos comuns em 
membranas. A simbologia x:y significa um ácido gordo com x número de átomos de carbono e 
y insaturações. As localizações das ligações duplas são indicadas entre parêntesis para as 
cadeias insaturadas. Adaptado de [4]  e [5] . 
 
Nome comum Símbolo Nome comum Símbolo 
Mirístico 14:0 γ-Linolénico 18:3 (6, 9, 12) 
Palmítico 16:0 α-Linolénico 18:3 (9, 12, 15) 
Araquídico 20:0 Araquidónico 20:4 (5, 8, 11, 14) 
Esteárico 18:0 Nervónico 24:1 (15) 
Oleico 18:1 (9) Linoleico 18:2 (9, 12) 
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Os esteróis são lípidos estruturais presentes nas membranas da maioria das 
células eucarióticas. A estrutura característica deste grupo de lípidos é o núcleo 
esteróide constituído por quatro anéis, três de seis carbonos e um com cinco. Este 
núcleo esteróide é praticamente planar e relativamente rígido, uma vez que não permite 
a rotação em torno da ligações C–C. O colesterol (Col), o principal esterol presente nas 
células de vertebrados, à semelhança dos outros esteróis é anfipático, contendo um 
grupo polar (um grupo hidroxilo em C-3) e um esqueleto hidrocarbonado não polar (o 
núcleo esteróide e a cadeia acilo lateral em C-17) (Figura 2).  Por ser um dos principais 
constituintes da membana plasmática de mamíferos e importante para a formação de 
microdomínios de membrana, também foi utilizado neste trabalho. [4-6]  
 
 
 
Figura 2 - Estrutura do colesterol com o núcleo esteróide realçado a azul. Adaptado de [4] . 
 
 
1.2 . Estrutura e Organização das Biomembranas 
 
 A bicamada lipídica é o elemento estrutural básico das membranas. As 
membranas biológicas são uma estrutura dinâmica em que a bicamada lipídica actua 
como um solvente fluido, que é atravessado por parte das proteínas. Outras proteínas 
interactuam superficialmente com a membrana. As biomembranas são, ainda, 
caracterizadas pela sua assimetria transmembranar relativamente à composição lipídica 
de cada camada e pela complexa organização lateral dos lípidos em domínios, os quais 
constituem regiões especializadas da membrana. Relativamente às proteínas que se 
encontram integradas na membranas, a sua difusão pode ser limitada e podem interagir 
entre si formando complexos proteicos supra-moleculares. [1, 2, 10]  
  
 
 
Introdução 
 
 6 
 1.3. Sistemas Modelo de Biomembranas 
 
 As biomembranas englobam na sua consituição diversos lípidos e proteínas, 
cujas interacções lípido-lípido, lípido-proteína e proteína-proteína, são responsáveis 
pelas propriedades físicas que as caracterizam, como a fluidez, a carga ou a curvatura [3, 
11] . As interacções e propriedades referidas são muito difíceis de estudar em 
membranas biológicas devido à sua elevada complexidade. Como tal, são utilizados 
sistemas modelo que mimetizam algumas das propriedades das biomembranas, sem 
apresentar, contudo, o mesmo grau de complexidade, e.g. [12-15] . Os sistemas modelo 
podem ser preparados com lípidos puros, misturas de lípidos ou misturas lípido-proteína. 
Os sistemas modelo mais comuns são as monocamadas, os lipossomas e as bicamadas 
suportadas [4] .  
 Moléculas de lípido adsorvidas na interface ar-água podem formar um 
monocamada lipídica, em que as cabeças polares se encontram em contacto com a água 
e as caudas hidrófobas se encontram expostas ao ar. Esta monocamada é um sistema 
plano muito bem definido e apropriado para estudar interacções entre lípidos e entre 
lípidos e proteínas [4] . 
 Os lipossomas ou vesículas, o sistema modelo de biomembranas mais popular, 
são bastante úteis tanto no estudo in-vitro das propriedades biofísicas das membranas 
como na incorporação de compostos para transporte, e.g. [16] . A preparação de 
lipossomas encontra-se extensamente descrita na literatura; lípidos com duas “caudas” 
hidrófobas associam-se espontâneamente em água formando vesículas multilamelares 
(MLV’s), e.g. [17] . A partir destas vesículas multilamelares é possível preparar 
vesículas unilamelares com dimensões mais controláveis. É possível preparar outros 
dois tipos de vesículas a partir de uma suspensão de MLVs: vesículas unilamelares 
pequenas (SUV’s) com diâmetro entre ca. 25 nm e 50 nm, e vesículas unilamelares 
grandes (LUV’s) com diâmetro de ca. 50 nm até 500 nm [4] . A unilamelaridade é um 
parâmetro importante em diferentes tipo de estudos, como por exemplo em estudos 
difusionais, garantindo que a difusão observada se dá ao longo de apenas uma bicamada 
e.g. [18] , em estudos estruturais e de interacção com proteínas [4] . Em bicamadas 
depositadas, a unilamelaridade é também vantajosa, por exemplo na análise por 
microscopia de força atómica (AFM) de sistemas lipídicos exibindo domínios, dado que 
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a formação de multicamadas pode influenciar os valores obtidos para a espessura e/ou 
diferença de altura entre domínios. 
 As bicamadas lipídicas suportadas (SLB’s) têm sido utilizadas com sucesso em 
diversos estudos como modelo de membranas celulares, e.g. [14,19,20] . A formação de 
SLB’s, sistema modelo utilizado no presente trabalho, é possível em suportes sólidos 
por transferência sequencial de duas monocamadas a partir de uma interface ar-água, ou 
por fusão de vesículas em contacto com um suporte hidrófilo [4] . O primeiro processo 
referido exige o auxílio de uma balança de Langmuir (Figura 3a). A formação de uma 
bicamada é, então, conseguida mergulhando sucessivamente um substrato sólido através 
da monocamada adsorvida na interface ar-água, enquanto a pressão de superfície é 
mantida constante por um sistema de retroacção controlado por computador. A 
monocamada que se encontra na interface ar-água é adsorvida ao substrato sólido, com 
a possibilidade de se poderem formar estruturas multilamelares, as quais são designadas 
por filmes Langmuir-Blodgett (Figura 3b e c). [21]  
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 – Representação esquemática a) de uma balança de langmuir e b) da deposição de uma 
monocamada sobre um suporte sólido. Os diferentes tipos possíveis de deposição dos filmes 
lipídicos c) são também mostrados. Adaptado de [21] . 
 
 
A formação de SLB’s pelo método de fusão de vesículas foi o método utilizado 
neste trabalho. Há dois mecanismos propostos para explicar a formação de uma 
a b 
c 
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bicamada sobre um suporte sólido a partir do método de fusão de vesículas (Figura 4) 
[22] . As vesículas adsorvem à superfície do substrato, fundem-se e sofrem a ruptura 
formando uma bicamada (Figura 4a); ou as vesículas fundem-se, adsorvem ao substrato 
e sofrem a ruptura formando a bicamada (Figura 4b) [22] . A adsorção das vesículas é 
melhorada por interacções electrostácticas com o substrato, a sua fusão depende do seu 
tamanho, pelo que quanto menores as suas dimensões mais eficaz será este processo . A 
ruptura das vesículas é mais facilmente desencadeada pela presença de Ca2+, pelo 
aumento de temperatura e de pressão osmótica. [22-24]  
 
 
Figura 4 - Representação esquemática dos dois mecanismos propostos para a formação de 
bicamadas lipídicas suportadas pelo método de fusão de vesículas. O mecanismo representado 
em a) propõe a seguinte sequência de eventos – adsorção das vesículas à superfície do 
substrato, fusão e ruptura para formar a bicamada – enquanto o mecanismo proposto em 
b) propõe a seguinte ordem de passos – fusão das vesículas, adsorção ao substrato e 
subsequente ruptura para formar a bicamada. Retirado de [22] . 
 
1.4. Caracterização de Fases Lipídicas Lamelares 
 
As fases lipídicas lamelares definem-se pela organização dos lípidos em 
bicamada, onde as cadeias acilo hidrófobas se encontram no interior da estrutura e os 
a b 
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grupos polares estão direccionados para o exterior. As fases mais comuns em sistemas 
lipídicos são a fase cristalina (Lc) (Figura 5a), fase gel (Lβ) (Figura 5b), fase gel 
inclinada (Lβ´) (Figura 5c), fase periódica (Pβ´) (Figura 5d), fase fluida ou líquida 
cristalina (Lα) (Figura 5e) e fase hexagonal invertida (HII) (Figura 5f). Destas, apenas a 
fase hexagonal invertida não é lamelar. [4 ]  
Na fase gel (Lβ e Lβ´) as cadeias acilo estão completamente distendidas o que se 
deve ao facto de se encontrarem maioritariamente na conformação todas-trans em que 
os átomos de carbonos adjacentes aos átomos de uma dada ligação têm orientações 
opostas (Figura 6a). Por outro lado, na fase fluida verifica-se o aparecimento de 
“defeitos de cadeia” devido à presença de conformações gauche (g+ e g-), em que os 
átomos adjacentes já não têm orientações opostas (Figura 6b), resultando numa menor 
espessura de uma bicamada fluida comparativamente a uma bicamada gel. A presença 
de conformações gauche é, então, responsável pelo encurtamento das cadeias acilo. 
Outra consequência do aumento do número de conformações gauche é o aumento da 
área da secção transversal das cadeias da fase gel para a fluida, pelo que o 
empacotamento da fase gel é maior que o da fase fluida [4, 25] . É possível induzir a 
transição de fase gel para fase fluida mediante um aumento de temperatura – 
temperatura de transição de fase principal, Tm [4,26] . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 – Representação esquemática das estruturas das fases mais comuns em lípidos; a) Fase 
cristalina, b) Fase gel, c) Fase gel inclinada, d) Fase periódica, e) Fase fluida (líquida cristalina), 
f) Fase hexagonal invertida. Retirado de [4].  
Lc Lβ 
Pβ’ 
Lβ’ 
Lα 
HII 
c) 
f) 
a) b) 
d) e) 
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Estudos de 2H-NMR de fosfolípidos deuterados permitiram concluir que 
bicamadas fluidas apresentam maior desordem na zona central da bicamada, o que 
deverá ser consequência da maior predominância dos defeitos de cadeia nessa região. 
Assim, a presença de conformações gauche, ainda que desfavoráveis entalpicamente, 
são favorecidas entropicamente por gerarem desordem rotacional, o que deverá estar na 
base da fluidez da bicamada [25] . Por estudos de recuperação de fluorescência após 
fotobranqueamento, foi possível concluir que a velocidade de difusão lateral de solutos 
na fase fluida é muito superior à registada na fase gel [4] . 
Em DPPC, um dos fosfolípidos estudados neste trabalho, a fase gel é inclinada 
devido ao tamanho do grupo polar PC e verifica-se, à temperatura de ~ 42 ºC, uma 
transição gel – fluido (Figura 7) [4, 27] . 
Além de lípidos com longas cadeias acilo, as membranas podem também conter 
colesterol. Quando presente em elevadas concentrações na membrana, este esterol 
provoca a eliminação da transição de fase gel/fluido. Outras alterações induzidas pelo 
colesterol nas membranas são i) o aumento da área por molécula em monocamadas na 
fase gel e o inverso para a fase fluida, ii) diminuição da ordem rotacional das cadeias na 
fase gel (aumento do número de conformações gauche), e o inverso para a fase fluida, e 
iii) aumento da permeabilidade passiva de bicamadas na fase gel e o inverso para a fase 
fluida. A presença de colesterol nas membranas torna a sua estrutura intermédia entre a 
fase fluida e a fase gel, pelo que, quando incorporado em vesículas na fase gel, promove 
alterações nas suas propriedades no sentido de uma fluidização, ocorrendo o inverso 
acima da Tm. [4, 28]  
 
Figura 6 – Representação esquemática de algumas conformações das cadeias; a) todas-trans; 
b) ...g+tg -...; c) dupla cis isolada; d) ...cis-tg-... . Retirado de [4].  
 
a) b) c) d) 
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Como já referido, proporções elevadas de colesterol induzem a eliminação da 
transição de fases, verificando-se a existência de apenas uma fase lo, ou “líquido 
ordenado” (Figura 7), a qual apresenta propriedades de fluido relativamente à difusão 
lateral de solutos e propriedades de gel no que respeita à rotação axial das cadeias acilo 
[4, 28]  . Neste contexto, Lβ´ e Lα, correspondem a so, ou “sólido ordenado”, e ld, ou 
“líquido desordenado”, respectivamente. Para concentrações intermédias de colesterol, 
abaixo da Tm verifica-se a coexistência de fases so/lo e acima da Tm a coexistência de 
fases ld/lo, ou seja a coexistências de duas fases fluidas [4] . 
 As fases acima referidas, por exemplo fluido e gel, podem ser detectadas e 
diferenciadas (quando coexistem) em bicamadas depositadas com recurso à microscopia 
de força atómica pela sua diferente espessura e topologia, e.g. [19, 29, 30] . Assim, uma 
bicamada de DPPC em fase gel, quando medida por AFM, apresenta uma espessura que 
ronda os 6 nm [31] , enquanto que uma bicamada de DOPC, que se encontra em fase 
fluida à temperatura ambiente, tem uma espessura de, aproximadamente, 5 nm [29] . 
 
 
 
 
 
 
Figura 7 – Diagrama de fases da mistura 
DPPC/Col em função da temperatura. O 
diagrama de fases do DPPC encontra-se 
contido neste diagrama (0 mol % de 
colesterol). A seguinte nomemclatura 
aplica-se à mistura DPPC/Col: So − sólido 
ordenado, Lo −  líquido ordenado e Ld- 
líquido desordenado. Para o DPPC puro a 
fase So representa o gel e a fase Ld 
representa o fluido. Retirado de [27] 
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1.5. Jangadas Lipídicas 
 
As jangadas lipídicas foram operacionalmente definidas pela sua baixa 
densidade e insolubilidade em 1% Triton X-100, sendo, então, designadas por 
membranas resistentes a detergente (DRM) [32, 33] . Mais recentemente as jangadas 
lipídicas têm sido definidas como domínios pequenos, dinâmicos, heterogéneos e 
enriquecidos em colesterol e esfingolípidos (Figura 8) e que compartimentalizam 
processos celulares [34] . Apesar da visualisação directa destas estruturas in vivo 
permanecer complexa, misturas lipídicas com domínios que mimetizam as jangadas têm 
sido formadas em sistemas modelos e observadas directamente por diferentes técnicas 
de imagiologia de elevada resolução [34-36] .  
As cadeias acilo dos fosfolípidos presentes nas jangadas lipídicas apresentam 
maior grau de saturação daqueles que se encontram inseridos na membrana que rodeia 
estes microdomínios. Como tal, há um denso empacotamento com as cadeias acilo 
saturadas dos esfingolípidos, o que induz a separação de fases [32-37] . A presença de 
colesterol nestes microdomínios induz a formação de uma fase liquído ordenado, como 
já mencionado anteriormente, cuja fluidez é menor do que a restante membrana [4,38] . 
A insolubilidade das jangadas lipídicas em detergentes advém provavelmente do seu 
denso empacotamento e separação de fase relativamente à membrana que as rodeia [33] . 
Estes domínios tendem a encontrar-se no folheto externo da membrana e a sua 
importância do ponto de vista biológico está relacionada com o facto de estarem 
envolvidos em diversas funções como a distribuição intracelular de proteínas, 
transdução de sinal, tráfego membranar, entrada de patogéneos [37-39] . Esta grande 
diversidade de funções, está relacionada com a composição lipídica das jangadas 
lipídicas, assim como com o tipo de proteínas que nelas estão incorporadas [32] . 
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Figura 8 – Esquematização da estrutura das jangadas lipídicas. As jangadas lipídicas (azul) 
são microdomínios membranares especializados contendo elevadas concentrações de colesterol 
esfingolípidos e gangliósidos.Por outro lado, a maioria dos fosfolípidos presentes nestes 
domínios contêm cadeias acilo saturadas, provocando uma separação lateral de fases. A restante 
membrana (cinzento) contém menos colesterol, esfingolípidos e gangliósidos, apresentando, por 
outro lado, maior concentração de fosfolípidos com cadeias acilo insaturadas, resultando em 
porções membranares mais fluidas que as jangadas lipídicas. Diferentes tipos de proteínas 
podem ser incorparados nas jangadas lipídicas: proteínas ancoradas a glicosilfosfatidilinositol 
(GPI), proteínas transmembranares (TM), e proteínas duplamente aciladas. Tal como 
evidenciado na figura, diferentes jangadas lipídicas podem conter diferentes composições 
lipídicas e proteicas. PS – fosfatidilserina; PI – fosfatidilinositol; PSM – esfingomielina; Col – 
colesterol; PE – fosfatidiletanolamina; Gang – gangliósido. Adaptado de [32] . 
 
 
Foi estabelecido por estudos biofísicos que para mimetizar as propriedades das 
jangadas lipídicas é necessário usar um sistema modelo composto por uma mistura 
ternária de colesterol e dois outros lípidos (fosfolípidos ou esfingolípidos) que difiram 
significativamente na sua Tm [40-42]. Estas misturas ternárias permitem, em 
determinadas proporções de cada lípido, a formação simultânea de fase ld e fase lo, 
onde os domínos líquido ordenado representam as jangadas lipídicas. De acordo com os 
diagramas de fase (Figura 9) para duas misturas ternárias que mimetizam a presença de 
jangadas lipídicas [9, 12] , DOPC/DPPC/Col e DOPC/PSM/Col para as proporções 
molares usadas neste trabalho, 40:40:20, prevê-se  que ocorra coexistência de domínios 
lo/ld, numa proporção de 43:57 (%), em ambas as situações. Nestas misturas ternárias o 
DOPC corresponde ao lípido de baixa Tm, enquanto o DPPC e a PSM correspondem ao 
lípido de elevada Tm. 
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Figura 9 – Diagrama de fases da mistura a) DOPC/PSM/Col (obtido a 25ºC) (adaptado de [9] ) 
e b) DOPC/DPPC/Col (obtido a 24ºC) (adaptado de [12] ). Estes diagramas mostram, para cada 
proporção dos três lípidos que podem compôr a mistura, qual a fase ou fases que existem. Os 
lados dos diagramas correspondem aos diagramas das misturas binárias. Em cada um dos 
diagramas encontram-se assinaladas com uma cruz as proporções usadas neste trabalho, tanto 
para as misturas ternárias DOPC/PSM/Col e DOPC/DPPC/Col (40:40:20) como para a mistura 
binária DOPC/DPPC (1:1). Às proporções molares indicadas prevê-se a coexistência de 
domínios lo (com fracção de 43 %) e ld (com fracção de 57 %) nas misturas ternárias e 
coexistência de domínios gel (a uma fracção de 24 %) e fluido (a uma fracção de 76 %) na 
mistura binária.    
 
 
A microscopia de força atómica, devido à sua elevada resolução lateral e axial, 
tem sido uma ferramenta útil na caracterização estrutural e morfológica deste tipo de 
domínios, nomeadamente na influência da ceramida [43]  na estrutura da bicamada e no 
estudo de jangadas lipídicas contendo GM1 [13]. Dois exemplos de imagens de AFM 
que mostram o estudo de bicamadas lipídicas que contêm domínios que mimetizam as 
jangadas lipídicas, os quais diferem da bicamada circundante por uma altura de ~ 0.8 
nm, são mostrados na Figura 10.  
 
 
a) b) 
Introdução 
 
 15 
 
Figura 10 – Exemplo de bicamadas lipídicas mimetizando jangadas de lípidos depositadas 
sobre um suporte sólido. Em a) observa-se a mistura DOPC/PSM/Col na proporção molar 
de 1:1:1 e a barra preta em baixo representa 2 µm (retirado de [43] ). Em b) a mesma 
mistura é mostrada mas na proporção molar de 40:40:20 (retirado de [13] ). Em ambas as 
situações a diferença de altura registada entre os domínios lo e a fase ld foi de, 
aproximadamente, 0.8 nm. 
 
 
1.6. Efeito do Etanol nas Bicamadas Lipídicas 
 
A importância das interacções do etanol com as bicamadas lipídicas está 
relacionada essencialmente com o impacto do álcool na saúde humana [44-46] , mas 
estas interacções são igualmente importante de um ponto de vista metódico, uma vez 
que é bastante comum adicionar componentes externos a lipossomas ou células 
dissolvidos em soluções etanólicas, e.g. [47] . Dos efeitos biológicos do etanol há a 
destacar a alteração da activação celular e partição de determinadas proteínas e a 
indução de stress oxidativo, as quais podem comprometer diferentes funções no 
organismo [48-50] . 
 A maioria dos estudos biofísicos das interacções etanol-bicamada recorreram a 
técnicas que não permitem a observação directa da amostra, tais como difracção de 
raios-X [51, 52] , calorimetria diferencial de varrimento  e várias espectroscopias [52-
54] . Porém, existem outros trabalhos em que o efeito do etanol ou de outros álcoois 
foram analisados por microscopia de força atómica (AFM) [29, 55] . Os principais 
resultados reportam a indução da redução de espessura da bicamada. Esta redução de 
espessura pode ocorrer como consequência de (i) um aumento dos ângulos de inclinação 
[56]  (por exemplo, passagem de fase gel (Figura 5b) para fase gel inclinada (Figura 
5c)); (ii) um aumento da desordem das cadeias acilo dos fosfolípidos [57]  (por exemplo, 
passagem de fase gel (Figura 5b) a fase fluida (Figura 5e)), ou ainda, (iii) formação de 
fases interdigitadas – quando as cadeias acilo de um folheto da bicamada interpenetram 
0 10 µm 
a b 
domínios lo 
fase ld 
domínios lo 
fase ld 40 µm 
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no outro folheto, resultando no desaparecimento do plano médio da bicamada, diz-se 
que ocorreu interdigitação (nesta situação, para o DPPC, há a formação de uma fase gel 
inclinada LβI’) [51, 52]  (Figura 11). Adicionalmente, foram estabelecidos diagramas de 
fase fosfolípido/etanol, que evidenciam ser possível, em determinadas condições, 
expressas na Figura 12, a coexistência de uma fase interdigitada e outra não 
interdigitada [52] . As técnicas “bulk” mencionadas (difracção de raios-X, calorimetria 
diferencial de varrimento e espectroscopias), apenas permitiram mostrar esta 
coexistência de fases para lípidos que se encontrassem abaixo da sua temperatura de 
transição de fase principal, Tm, ou seja, para lípidos em fase gel, uma vez que a 
definição dos difractogramas é muito superior para o gel do que para o fluido. Contudo, 
mostrou-se, por AFM, que a incubação de uma bicamada lipídica em fase fluida, 
composta por DOPC, com etanol pelo período de uma noite promove, igualmente, a 
formação de regiões de espessura reduzida em coexistência com porções da bicamada 
que mantêm a sua altura [29]  (Figura 13). Os autores, no entanto, não atribuíram esta 
redução de espessura à interdigitação.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11 – Indução de interdigitação de uma bicamada lipídica pelo etanol.. Em a) 
representa-se esquematicamente a redução de espessura de uma bicamada de fosfolípidos pelo 
processo de interdigitação devido à interacção com o etanol. Em b) são mostrados os perfis de 
densidade electrónica representativos, obtidos através de dados de raios-X para suspensões de 
DPPC na presença de etanol a b1) 0.3 M e b2) 1.6 M e a c) 42ºC. LβI’ – fase gel inclinada 
interdigitada. Adaptado de [52 . 
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Como efeito subsequente da indução de interdigitação dá-se a expansão da 
bicamada, a qual pode igualmente ocorrer pela diminuição da tensão superficial entre a 
bicamada e a água [58] . A variação da tensão interfacial depende do comprimento da 
cadeia do álcool. Assim, álcoois de cadeia curta aumentam a área por molécula de lípido 
de uma forma dependente do comprimento da cadeia que pode ser prevista 
quantitativamente pela diminuição na tensão interfacial [58] . 
 
 
Figura 12  – Diagrama de fases do DPPC para várias concentrações de etanol. Este diagrama 
foi contrsuído com base em dados de calorimetria, fluorescência, espectroscopia de correlação 
de fotões e  raios-X .Retirado de [52] [52]. 
 
 
 Estudos detalhados acerca do efeito do etanol sobre misturas lipídicas são 
escassos; no entanto, indicam que a acção deste álcool é dependente das fases presentes 
no sistema [59-62] . Foi reportado, então, que o colesterol em baixas concentrações (2 
mol %) propicia a acção do etanol [53] , enquanto que em concentrações elevadas 
(20 %) apresenta um efeito protector [61,62] , prevenindo a interdigitação [59] . A 
elaboração destes estudos, com base em técnicas de espectroscopia de fluorescência e 
calorimetria, apenas investigou sistemas puros ou misturas binárias 
fosfolípido/colesterol e fosfolípido/esfingolípido, pelo que, até à data, não foi publicado 
qualquer trabalho que investigue o efeito do etanol sobre sistemas mais complexos, 
como, por exemplo, misturas ternárias com coexistências de domínios lo/ld, ou seja, 
misturas contendo jangadas lipídicas. 
Introdução 
 
 18 
 Relativamente aos estudos acima referidos, as amostras foram previamente 
incubadas com etanol antes da sua formação. Porém, no presente trabalho proceder-se-á 
à análise da amostra imediatamente após a adição de etanol.  
 
 
 
 
1.7. Formação de Bicamadas Lipídicas em Ouro 
 
O desenvolvimento de interfaces entre superfícies condutoras e biomoléculas 
suficientemente estáveis para serem estudadas por métodos electroquímicos acopladas a 
outras técnicas de caracterização de superfície, microscópicas ou gravimétricas, 
representa uma área atractiva do ponto de vista científico e tecnológico. O factor chave 
destes dispositivos funcionais é a interacção entre a entidade biológica e a superfície do 
eléctrodo, a qual, frequentemente, afecta a estrutura e actividade biológica da 
biomolécula [63, 64] . 
O ouro tem sido utilizado como substrato para a formação de bicamadas 
lipídicas suportadas; no entanto, a caracterização biofísica e morfológica destes sistemas, 
principalmente no que respeita ao comportamento de bicamadas formadas por misturas 
de lípidos apresentando coexistência de fases – domínios – ainda se encontra pouco 
estudada. A adsorção de uma bicamada lipídica a uma superfície de ouro é mais 
exigente relativamente à adsorção de uma bicamada em mica. Este aspecto está 
relacionado com o facto de a superfície de ouro ser mais hidrófoba que a da mica. O 
mecanismo de adsorção/dispersão de vesículas em superfícies hidrófobas, como o ouro, 
é ainda controverso [65, 66] , uma vez que tanto a formação de uma monocamada e a 
presença de vesículas intactas foram observadas [67, 68] . Em contraste a estes 
resultados, o grupo de Lipkowski conseguiu realizar a deposição e caracterização de 
Figura 13 – Bicamada de DOPC onde se mostra a presença de 
zonas que sofreram redução de espessura devido à exposição a 
75 mmol/L de etanol e porções que mantêm a sua altura 
original.  A barra branca corresponde a 500 nm. Z = 8 nm. 
Retirado de [29]. 
Porção da bicamada que manteve espessura 
Suporte onde foi depositada a bicamada 
Porção que sofreu redução de espessura 
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bicamadas em Au(111) [66] . Eles estudaram também o efeito da aplicação de um 
potencial na adsorção/desadsorção e orientação das moléculas de lípido [69] . Os lípidos 
estudados em ouro até à data foram o DMPC [70] , o DOPC [69]  e a mistura 
DMPC/Col [71] . 
Com o intuito de tornar a superfície de ouro mais hidrófila é possível modificá-la 
com uma monocamada auto-montada (SAM). As SAM são camadas organizadas 
formadas espontaneamente sobre um suporte sólido (Figura 14) compostas por 
moléculas anfifílicas, em que um dos terminais apresenta um grupo que interage 
especifica e favoravelmente com o substrato de interesse. O outro terminal pode conter 
um grupo funcional, conferindo à superfície modificada certas propriedades, como, por 
exemplo hidrófila, hidrófoba, electroquímica ou catalítica para uma dada reacção. [72]  
 
Figura 14 – Formação de uma monocamada auto-montada sobre um suporte sólido. Retirado de 
[73] . 
 
 
Um exemplo destas moléculas é o ácido 11-mercaptoundecanóico (MUA) 
(Figura 15), que foi usado neste trabalho e apresenta um grupo tiol num terminal e um 
grupo carboxilo no outro terminal. O tiol é responsável por estabelecer uma ligação 
muito forte e estável com o ouro, enquanto o grupo carboxilo estará disponível para 
interagir com os grupos hidrófilos dos fosfolípidos. A formação de uma SAM sobre um 
substrato sólido é conseguida por imersão deste numa solução homogénea das 
moléculas a adsorver à temperatura ambiente seguida de lavagem [72] . 
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Bicamadas lipídicas ancoradas, onde o folheto interno da bicamada se encontra 
separado da superfície por moléculas espaçadoras (SAMs), são considerados modelos 
bastante promissores no desenvolvimento de biossensores [74, 75] , uma vez que a 
formação directa de uma bicamada lipídica sobre o substrato pode apresentar várias 
dificuldades, conforme descrito acima. 
 
 
 
 
 
Figura 15 – Representação esquemática da estrutura química do ácido 11-mercaptoundecanóico. 
 
 
De acordo com a definição da IUPAC, biossensores são dispositivos que 
recorrem a reacções bioquímicas específicas mediadas por enzimas isolados, 
immunosistemas, tecidos, organelos ou células intactas para detectar compostos 
químicos, usualmente, por sinais eléctricos, térmicos ou ópticos. Existem vários estudos 
que referem a incorporção de proteínas/enzimas (e.g. peroxidase de rábano [76, 77] ) em 
bicamadas lipídicas puras com o intuito de construção de biossensores. Num biossensor 
as bicamadas irão reduzir as interferências através da exclusão de macromoléculas que 
podem bloquear a transferência de electrões e evitando que agentes electroactivos 
contactem com a superfície de transdução [78] .  
Neste trabalho usou-se um enzima, a lacase (E.C. 1.10.3.2), uma oxidoredutase 
disponível comercialmente com actividade catalítica conhecida para uma gama elevada 
de susbtratos. As lacases são, então, proteínas que contêm cobre e requerem oxigénio 
para oxidar fenóis, polifenóis, aminas aromáticas e diferentes substratos não fenólicos,  
que vão ser reduzidas posteriormente à superfície de um eléctrodo [79,80]  (Figura 16). 
As lacases são encontradas em fungos e plantas [79, 80]  e apresentam uma estrutura 
aproximadamente globular com dimensões de 70 × 50 × 50 Å [81] . É possível, 
utilizando a técnica de AFM, analisar a distribuição da proteína na bicamada lipídica, 
avaliando se se encontra individualizada ou em agregados com o intuito de relacionar 
no futuro a informação morfológica com a actividade biológica do biosensor. 
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Figura 16 – Representação esquemática da reacção catalisada pela lacase. Na presença de um 
composto fenólico a lacase irá oxidá-lo por tranferência de electrões dos composto para o 
oxigénio. Adaptado de [79, 82].  
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2. Objectivos 
 
Os estudos até à data publicados relativamente ao efeito do etanol em bicamadas 
lipídicas, apesar de terem sido efectuados apenas em sistemas simples ou binários sem 
separação de fases, evidenciam a indução de redução de espessura e, em alguns casos, 
consequente expansão da bicamada exposta a este álcool. Um dos processos pelo qual 
pode ocorrer a redução de espessura da bicamada é a interdigitação, da qual só há 
evidência directa por difracção de raios X, para o DPPC, DMPC em fase gel. Como tal, 
pretendeu-se avaliar, por AFM em líquido, a interacção do etanol com sistemas 
lipídicos exibindo coexistência de fases gel/fluida e sistemas apresentando coexistência 
de fases lo/ld, ou seja, contendo jangadas lipídicas.  
Inicialmente, com o intuito de validar a técnica e métodos utilizados 
caracterizaram-se os sistemas puros DOPC e DPPC, para os quais existe uma detalhada 
descrição na literatura. Por outro lado, foi possível, desta forma, caracterizar uma fase 
fluida e uma fase gel, antes de se prosseguir para estudos de bicamadas com 
coexistência de domínios. Assim, outro dos objectivos deste trabalho foi determinar 
qual a infuência de domínios lipídicos de diferentes tipos (gel/fluido e lo/ld) e sua 
topologia na interacção do etanol com membrana. Pretendeu-se igualmente avaliar se 
em bicamadas com coexistência de fases a interacção do etanol ocorreria 
preferencialmente com uma delas. Para este fim preparam-se misturas lipídicas binárias 
(DOPC/DPPC) e ternárias (DOPC/DPPC/Col e DOPC/PSM/Col), que, à temperatura 
ambiente e em determinadas proporções molares, exibem coexistência de fases 
gel/fluida e lo/ld, respectivamente. Adicionalmente, pretendeu-se determinar se os 
efeitos do etanol sobre as bicamadas estudadas implicavam a ocorrência de 
interdigitação. A independência do substrato utilizado (mica ou silício) tanto na 
formação de uma bicamada como na interacção do etanol com esta foi também objecto 
de estudo. Para cumprir estes objectivos a microscopia de força atómica é uma técnica 
ideal, pois devido à sua elevada resolução axial e lateral permite detectar variações na 
topologia e espessura das bicamadas analisadas. 
Durante este trabalho pretendeu-se, igualmente, avaliar a deposição de 
bicamadas sobre ouro e testar a vantagem do uso de uma monocamada auto-montada na 
formação de uma bicamada sobre este suporte. Outro dos objectivos foi, ainda, estudar a 
adsorção de um enzima (lacase) sobre estas bicamadas, de forma a tirar proveito das 
Objectivos e Organização do Trabalho 
 
 24 
propriedades condutoras deste metal e principalmente da natureza biomimética do 
conjunto bicamada/proteína na construção de um possível biossensor. Os sistemas 
lipídicos utilizados na formação de SLB’s sobre ouro foram o DOPC/DPPC e 
DOPC/PSM/Col. Novamente, estes estudos foram concretizados recorrendo à 
Microscopia de Força Atómica. 
O trabalho a seguir apresentado decorreu em três fases distintas. Numa primeira 
procedeu-se à caracterização das bicamadas puras DOPC e DPPC formadas em mica e 
silício (DPPC apenas), assim como à sua interacção com o etanol por AFM ao ar e em 
líquido. Após esta caracterização prévia, iniciou-se o estudo de misturas lipídicas 
binárias e ternárias, as quais foram igualmente caracterizadas na ausência e presença de 
etanol por AFM em líquido. Numa fase final efectuaram-se estudos de deposição de 
bicamadas em ouro. Ainda que os  estudos efectuados em ouro sejam preliminares, 
optou-se pela sua inclusão nesta tese, pois mostraram a capacidade de formar bicamadas 
lipídicas complexas sobre este suporte, apesar das dificuldades mencionadas na 
literatura, por este substrato ser mais hifrófobo do que por exemplo a mica ou silício. 
Estes resultados podem ser o ponto de partida para a realização de estudos mais 
complexos, abrangidos num projecto mais alargado que envolva a continuidade do 
estudo de bicamadas lipídicas por AFM,  o qual se iniciou com o trabalho apresentado 
nesta Tese e que assenta na colaboração entre dois grupos de investigação do CQB – 
Biofísica Neural e Molecular e Electroquímica Interfacial.  
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3. Materiais e Métodos  
 
3.1. Reagentes 
 
Cloreto de sódio (NaCl), cloreto de cálcio di-hidratado (CaCl2.2H2O), 
hidrogenofosfato de potássio (K2HPO4), hidrogenofosfato de sódio di-hidratado 
(Na2HPO4.2H2O), di-hidrogenofosfato de sódio monohidratado (NaH2PO4.H2O), 
clorofórmio para espectroscpi, etanol para espectroscopia, foram adquiridos à Merck. 
À Sigma-Aldrich adiquiriu-se o ácido cítrico monohidratado, o Hepes (ácido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperizenoetanosulfónico) e o ácido 11-mercaptoundecanóico (MUA), e à 
Fluka o peróxido de hidrogénio, ácido sulfúrico e etanol absoluto. 
Os fosfolípidos foram adquiridos à Avanti Polar Lipids: 1,2-Dioleoil-sn-Glycero-3-
fosfocolina – DOPC, 1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-fosfocolina – DPPC, N-Palmitoil-D-
eritro-Esfingosilfosforilcolina ou Palmitoilesfingomielina – PSM. O Colesterol foi 
adquirido à Sigma-Aldrich. 
O enzima lacase do organismo Trametes versicolor com actividade  de cerca 22 
unidades/mg foi adquirida à Sigma-Aldrich. 
Foram usados cinco tampões distintos: Tampão A – 10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 
pH 7.4; Tampão B – 10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 3 mM CaCl2, pH 7.4; Tampão C – 2.71 
mM K2HPO4, 1.54 mM  NaH2PO4, 154 mM NaCl, pH 7.4; Tampão D – 11 mM ácido 
cítrico,  19 mM Na2HPO4, pH 4.6; Tampão E – 11 mM ácido cítrico,  19 mM Na2HPO4, 3 
mM CaCl2, pH 4.6. 
Todas as soluções foram preparadas com água milipore purificada por um sistema 
Mili-Q A10 com resistividade de 18.2 MΩ cm.
 
 
3.2. Substratos para a deposição de lípidos 
 
Foram utilizados três substratos para formar SLB’s – mica, silício e ouro. A limpeza 
da superfície de cada um destes substratos é efectuada de forma distinta, a qual é descrita 
nos parágrafos seguintes.  
Antes de qualquer manuseamento da superfície de mica, esta foi colada a um 
suporte magnético constituído por aço, próprio para analisar superfícies por microscopia de 
força atómica. A limpeza da superfície é efectuada com auxílio de fita-cola. Assim, cola-se 
muito bem um pedaço de fita-cola à superfície, que é puxado de seguida, removendo desta 
forma as camadas atómicas mais supeficiais da mica. Este tratamento é possível uma vez 
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a 
que a mica apresenta os seus átomos dispostos hexagonalmente, ao longo de planos 
sucessivos (Figura 17a), o que possibilita um destacamento basal perfeito. A Figura 17b 
mostra uma imagem de AFM correspondente a um substrato de mica limpo pelo processo 
acima descrito. A mica é uma superfície hidrófila, carregada negativamente a pH neutro e 
muito utilizada em estudos de AFM pois é atomicamente lisa, apresentando uma rugosidade 
muito baixa. [23]  
As placas de silício foram limpas por imersão numa solução contendo uma mistura 
de ácido sulfúrico e peróxido de hidrogénio numa proporção de 3:1 (v:v) (solução piranha) 
durante 5 minutos. O objectivo desta lavagem é eliminar todos os vestígios de matéria 
orgânica que se encontrem sobre a superfície. As placas foram mantidas imersas em água 
até serem usadas de forma a permitir a formação de uma camada estável de óxido de silício 
(SiO2) [83] . Antes da deposição de lípidos, as placas foram secas sob um fluxo de azoto e 
posteriormente coladas ao suporte magnético já referido. Na Figura 17c é apresentada uma 
imagem de AFM mostrando uma superfície de silício limpa de acordo com o acima descrito.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17 – Representação esquemática de um corte vertical de uma superfície de mica clivada (a) 
(adaptado de [23]). Imagem de AFM de uma superfície de b) mica e c) silício limpas. As imagens 
foram obtidas ex-situ à temperatura ambiente e correspondem a uma área de 2.0 µm × 2.0 µm. Z 
=2.0 nm. A superfície de mica apresenta um índice de rugosidade, Rms = 0.149 nm, e a 
superfície do silício tem um índice de rugosidade, Rms = 0.220. 
 
 
As placas de ouro utilizadas são da marca ArrandeeTM e consistem de uma camada 
de ouro de 200 nm evaporada em vidro de borossilicato com uma pré-camada de 2 – 4 nm 
de Crómio. Estas placas foram limpas por imersão numa solução piranha durante 5 minutos 
e em seguida lavadas com água. A superfície de ouro assim tratada é constítuida por 
grânulos, apresentando-se, portanto, muito irregular (Figura 18a). Após o tratamento com 
solução piranha efectuou-se o temperamento (flame annealing) da superfície. Este processo 
Superfície clivada b c 
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consiste na incidência de uma chama sobre a superfície de ouro até esta começar a ficar 
incandescente, aguardando-se alguns segundos sem incidir a chama, voltando-se, 
novamente, a incidir a chama. Este processo é repetido cerca de 5 vezes. O temperamento é 
importante uma vez que estes ciclos de aquecimento e arrefecimento da superfície do ouro 
conduzem ao aparecimento de planaltos (rodeados por sulcos) (Figura 18b), onde a 
superfície é muito lisa e se encontra organizada em terraços monoatómicos (Figura 18c) 
com uma orientação preferencial (111). Este passo é fundamental pois permite ter 
localmente uma superfície mais regular e lisa que possibilitará distinguir pequenas 
alterações morfológicas nas bicamadas depositadas nas zonas referidas, apesar de 
globalmente a superfície de ouro assim preparada apresentar uma rugosidade muito superior 
à da mica ou silício. Após o temperamento a placa de ouro é colada a um suporte magnético. 
[84]  
 
 
 
 
Figura 18 – Imagem de AFM de uma superfície de ouro a) antes de se efectuar o temperamento b,c) 
e após este tratamento. A imagem b) mostra que o temperamento induz a formação de planaltos de 
ouro rodeado por sulcos enquanto a imagem c) evidencia os terraços monoatómicos de ouro que se 
formam nos planaltos. As imagens foram obtidas ex-situ à temperatura ambiente e correspondem a 
uma área de a) 2.0 µm × 2.0 µm, b) 10.0 µm × 10.0 µm e c) 0.6 µm × 0.6 µm. Z = 22 nm em a); Z = 
60 nm em b); Z = 4 nm em c). Os índices de rugosidade das superfícies mostradas em cada uma das 
imagens são, respectivamente, Rms = 2.51 nm, Rms = 8.75 nm, Rms = 0.508 nm. 
 
Das três superfícies usadas neste trabalho, a mica é a mais lisa, ou seja, é aquela 
cujo índice de rugosidade é o mais baixo – 0.149 nm (Figura 17). Por outro lado, o ouro é a 
superfície mais rugosa, ainda que localmente o seu índice de rugosidade (Figura 18c) seja, 
apenas, cerca de 3 vezes superior ao da mica – 0.508 nm. Porém, a análise de uma maior 
área da superfície de ouro revela que esta apresenta uma rugosidade bastante elevada – 8.75 
nm (Figura 18b). 
 
 
 
 
a b c 
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3.3. Preparação de bicamadas lipídicas suportadas em mica, silício e 
ouro 
 
Inicialmente, prepararam-se soluções de lípidos em clorofórmio espectroscópico. 
Retirou-se, para um tubo Eppendorf, o volume desejado de cada solução para preparar os 
lipossomas constituídos por um ou mais lípidos. O solvente foi evaporado sob um fluxo 
suave de azoto, seguido de secagem sob vácuo durante a noite. Os lípidos foram hidratados 
para uma concentração final de 10 mg/mL com o tampão A (para deposição em mica e 
ouro), tampão C (para deposição em silício) ou tampão D (para deposição em ouro), 
encontrando-se o tampão a uma temperatura superior à Tm dos lípidos. Em seguida a 
solução foi submetida a agitação num vórtex e a 3 – 5 ciclos de congelamento (em azoto 
líquido) – descongelamento a T > Tm. [85]   
Para a deposição em mica e ouro, procedeu-se à sonificação (sonificador hielscher 
modelo UP200S) da amostra de forma a transformar os MLV’s em SUV’s (vesículas 
unilamelares pequenas). O facto de estas estruturas apresentarem um menor raio de 
curvatura do que as LUV’s (vesículas unilamelares grandes) torna-as menos estáveis 
relativamente a processos como ruptura e fusão, favorecendo, assim, a formação de uma 
bicamada lipídica sobre uma superfície [86] . Retirou-se 10 µL da suspensão sonificada que 
foram diluídos em 140 µL de tampão B (para mica) ou tampão E (para ouro). A utilização 
de um tampão contendo cálcio é importante, na medida em que este ião favorece a 
interacção entre os lípidos e a superfície [24, 86] . Esta mistura com 150 µL de volume foi 
depositada sobre mica e ouro por um período de cerca de 30 minutos numa estufa a ~ 70ºC. 
Após o período de incubação, para remover as vesículas que não se fundiram, a superfície 
de mica foi lavada com tampão A e a de ouro com tampão D. [85]  
Para a deposição em silício, a amostra foi extrusada a 60ºC com um mini extrusor 
(Avanti Polar Lipids) contendo filtros cujo diâmetro do poro é de 100 nm, obtendo-se, então, 
uma suspensão de LUV’s. Da solução extrusada retiraram-se 100 µL que foram depositados 
sobre silício por um período de 20 a 30 minutos a ~70ºC. Após o período de incubação a 
superfície de silício foi lavada com tampão C. Para a formação de uma SLB sobre silício 
recorreu-se ao uso de LUV’s , uma vez que a utilização de SUV’s não produziu a formação 
de uma bicamada na qual se pudessem efectuar os estudos desejados. Por outro lado, existe 
um estudo em que se recorre ao uso de LUV’s com êxito [83] . 
Diferentes misturas lípidicas foram estudadas. Em mica efectou-se a deposição das 
bicamadas puras DOPC e DPPC, das misturas binárias DPPC/Col (98:2) e DOPC/DPPC 
(50:50), e das misturas ternárias DOPC/DPPC/Col (40:40:20) e DOPC/PSM/Col (40:40:20). 
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Em silício foram estudadas a bicamada pura de DPPC e a mistura DOPC/PSM/Col 
(40:40:20), enquanto que em ouro se procedeu à análise do sistema binário DOPC/DPPC 
(50:50) e à mistura DOPC/PSM/Col (40:40:20). 
 
 
3.4. Modificação da superfície de ouro com uma monocamada auto-
montada (SAM) 
 
 A molécula usada para formar uma SAM sobre a superfície de ouro foi ácido 11-
mercaptoundecanóico (MUA). Para modificar a superfície da placa de ouro, esta 
permaneceu imersa numa solução de MUA a 0.5 mM durante, aproximadamente, 24 horas. 
Após este período, a placa foi lavada abundantemente com etanol e de seguida com água 
milipore. [84]  
 
 
3.5. Adsorção de lacase à bicamada lipídica suportada 
 
Para proceder à adsorção da proteína lacase colocou-se a placa de ouro contendo a 
SLB em 1mL de tampão D com lacase a 0.24 mg/mL, durante a noite. Após este período 
procedeu-se à lavagem da placa com tampão D e água milipore. 
 
 
3.6. Microscopia de Força Atómica 
 
3.6.1. Introdução 
 
A microscopia de força atómica (AFM) insere-se na família das microscopias de 
varrimento de sonda (SPM), as quais permitem obter informação estrutural e morfológica 
de processos à escala atómica. O microscópio de força atómica (Figura 19) pode analisar 
qualquer superfície suficientemente rígida sob diferentes condições (quer ao ar, quer com a 
amostra imersa num líquido e a diferentes temperaturas), com uma resolução nanométrica 
lateral e uma resolução vertical à escala de angstroms. O campo de imagem pode variar 
desde a escala atómica e molecular até dimensões superiores a 125 µm. Adicionalmente, 
podem ser analisadas superfícies com diferentes índices de rugosidade, uma vez que a gama 
de análise vertical pode ir até cerca 8-10 µm. Esta técnica permite ainda estudar forças 
atómicas e moleculares de curto e longo alcance, atractivas e repulsivas, da ordem de 
piconewtons. [31, 87, 88]  
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Como a amostra a analisar não necessita de ser electricamente condutora, não é 
exigido qualquer revestimento metálico da mesma, tal como não são requeridos quaisquer 
corantes ou agentes de contraste ao contrário de outras técnicas microscópicas. Pelo facto 
de ser uma técnica não destrutiva a amostra pode ser usada para análises sucessivas ao 
longo do tempo [88, 89]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19 – Microscópio de Força Atómica utilizado e componentes auxiliares. 1 – Microscópio de 
Força Atómica; 2 – Lente ampliadora; 3 – Controlador; 4 – Computador; 5 – Televisor emissor da 
imagem captada pela lente. 
 
 
 
A Figura 20 mostra um esquema dos componentes essenciais de um microscópio de 
força atómica. O funcionamento deste baseia-se no varrimento da amostra por uma ponta 
extremamente afiada que se encontra integrada no terminal de um cantilever. Consoante a 
ponta interactua com a superfície, o cantilever sofre uma deflexão vertical (quer para cima 
quer para baixo), funcionando como uma mola sensível a pequenas variações de força. A 
forma mais comum de medir estes pequenos movimentos é usando um feixe de laser focado 
no terminal do cantilever, que é depois reflectido num fotodetector sensível à posição. 
Assim, alterações no ângulo do cantilever induzidas por modificações na topografia da 
amostra resultam em diferentes níveis de voltagem gerados pelo detector. Estas voltagens 
são enviadas para um computador para processamento e formação da imagem topográfica. 
[87] 
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Figura 20 – Esquemetização do funcionamento de um microscópio de força atómica. A amostra 
é movida por um cristal piezoeléctrico. Com o varrimento da amostra, o movimento da ponta é 
detectado pelo fotodíodo através do uso de um feixe de laser reflectido a partir da ponta. 
Adaptado de [88]. 
 
 
3.6.2. Modos de operação 
 
De acordo com o tipo de amostra presente, ou o objectivo de uma experiência, por 
exemplo explorar propriedades (eléctricas e magnéticas) da superfície de uma amostra ou 
modificar uma superfície, podem ser usados três modos de operação diferentes. 
Na Figura 21 é mostrado um gráfico que relaciona as forças (atractivas ou 
repulsivas) geradas pela interacção amostra – ponta com os diferentes modos de operação. 
 
Modo de Contacto 
 
Neste modo, também designado por modo de força constante, a ponta é mantida em 
contacto com a superfície da amostra e a deflexão do cantilever é mantida constante durante 
o varrimento por um ciclo de retroacção. O contraste de imagem depende da força aplicada, 
a qual depende da constante de força do cantilever. Cantilevers “macios” são indicados para 
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amostras macias. Este modo de operação pode também ser usado em líquidos permitindo 
uma redução considerável das forças capilares entre a ponta e a amostra e, assim, evitar o 
dano da mesma. Como a ponta se encontra em contacto permanente com a amostra durante 
o varrimento, pode-se gerar uma força devido à fricção, a qual poderá danificar a amostra 
especialmente se esta for macia ou deformável como as biomoléculas ou células vivas. 
Neste modo, as forças que medeiam a interacção entre a ponta e a amostra são forças 
interatómicas repulsivas. [87, 88]  
 
Modo de Não-Contacto 
 
Neste modo, faz-se aproximar da superfície, mas sem a  tocar, um cantilever “duro” 
oscilante cuja frequência de ressonância sofre uma alteração devido às forças atractivas de 
van der Walls ou de longo alcance. As imagens são obtidas mantendo-se constante a 
frequência de oscilação durante o varrimento. Devido ao facto de as interacções entre a 
ponta e a amostra serem muito fracas, é possível obter uma boa resolução vertical. Contudo, 
a resolução lateral deste modo de operação é menor relativamente às outras formas de 
operação. O facto de não poder ser usado em líquido constitui a maior desvantagem deste 
modo de operação. Ainda assim, em amostras secas, uma pequena contaminação ou camada 
de água são suficientes para, por vezes, aprisionar a ponta, tornando-se díficil a separação 
devido à baixa amplitude de oscilação. [87] 
 
Modo de Contacto Intermitente 
 
No modo de contacto intermitente, o cantilever também oscila à sua frequência de 
ressonância. Contudo, durante a sua oscilação, faz-se aproximar o  cantilever da superfície 
da amostra promovendo-se assim o contacto, que leva a um suavizar da amplitude de 
oscilação do cantilever, induzida pelas mesmas forças repulsivas que estão presentes no 
modo de contacto. A amplitude de oscilação do cantilever é mantida a um valor fixo usando 
um ciclo de retroacção de forma a elevar ou baixar a amostra (ou ponta, consoante o 
equipamento que se opera). São várias as vantagens deste modo de operação. A resolução 
vertical e a resolução lateral são melhores do que as obtidas pelo método de não contacto; 
existe uma menor interacção com a amostra comparativamente ao modo de contacto (há, 
especialmente, uma grande redução das forças laterais) e pode ser usado em líquido. Este 
modo de operação é geralmente escolhido quando se pretende observar amostras mais 
maleáveis e/ou deformáveis como é o caso das amostras biológicas. [87, 88] 
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Figura 21 – Gráfico que mostra de modo idealizado as forças entre a amostra e a ponta e onde 
se evidencia em que “regiões” desse gráfico os modos de imagem são operativos. Aadaptado de 
[87] 
 
 
3.6.3. Instrumentação 
 
Ponta e Cantilever 
 
A ponta, como já referido, encontra-se incorporada no terminal de um cantilever. A 
ponta é um dos componentes essenciais do microscópio de força atómica, pois é esta que 
interage com a amostra, dando origem à imagem através das forças de interacção com a 
superfície. Os conjuntos ponta-cantilever são, usualmente, fabricados de silício, nitreto de 
silício ou diamante. Os parâmetros mais importantes da ponta são agudeza do seu ápice, 
medido pelo raio de curvatura, e razão altura da ponta relativamente à largura da base. 
Geralmente, quanto mais afiada a ponta mais detalhadas são as imagens obtidas [87, 88]. 
Os cantilevers podem exibir duas geometrias distintas – rectangular e triangular – as 
quais apresentam diferentes propriedades de torção. Assim, os cantilevers rectangulares são 
mais susceptíveis à torção , enquanto os cantilevers triangulares foram projectados de forma 
a reduzir as forças laterais exercidas no cantilever. A constante de força (spring constant), a 
qual é uma medida da flexibilidade do cantiliever, a frequência de ressonância e a dimensão 
são as características mais importantes de um cantilever. Cantilevers curtos permitem obter 
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maior resolução. A frequência de ressonância deve ser elevada de forma a evitar 
interferências das vibrações do edifício e do ruído acústico. Cantilevers “macios” (soft 
cantilevers) e de baixa frequência de ressonância são mais apropriados para observação de 
amostras em líquido em modo de contacto e de ressonância, enquanto cantilevers “rígidos” 
(stiff cantilevers) e de alta frequência de ressonância são mais adequados para observação 
de amostras em modo de ressonância ao ar. [87, 88]  
 
Scanner Piezoeléctrico 
 
 Os materiais piezoeléctricos caracterizam-se por sofrerem uma deformação das suas 
dimensões em reposta à aplicação de um campo eléctrico. Se as voltagens aplicadas forem 
perfeitamente controladas, podem ser efectuados movimentos extremamente precisos em x, 
y e z. A amostra pode ser montada directamente no scanner ou o conjunto ponta-cantilever 
ser montado no scanner encontrando-se acima da amostra fixa. O primeiro caso é mais 
vantajoso pois permite a visualização de maiores áreas e uma maior velocidade de 
varrimento. [87] 
 
 Fotodetector 
 
 O AFM consegue medir a deflecção vertical do cantilever com resolução 
picométrica. Para atingir esta resolução a maioria dos dispositivos de detecção recorre a um 
laser. O funcionamento do método de detecção baseia-se na reflexão de um feixe de laser 
do verso do cantilever num fotodetector sensível à posição. Este fotodetector consiste em 
dois fotodíodos lado a lado. Nesta disposição, cada deflexão mínima do cantilever irá variar 
o ângulo do feixe de laser reflectido e assim alterar a posição do feixe no fotodetector. 
Deste modo, a diferença entre os sinais dos dois fotodíodos irá indicar a posição do laser no 
detector e por conseguinte a deflexão angular do cantilever. Como a distância entre o 
cantilever e o detector é, usualmente, três ordens de magnitude maior que o comprimento 
do cantilever, este método de detecção permite ampliar os movimentos da ponta dando 
origem a uma sensibilidade extremamente elevada. [87] 
  
 
3.6.4. Aplicações biológicas 
 
A microscopia de força atómica pode ser muito útil no estudo de diversos 
mecanismos biológicos, como por exemplo as interacções proteína-proteína em tempo real 
ao nível molecular. Devido à sua elevada resolução vertical, a heterogeneidade de uma 
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bicamada lipídica suportada pode também ser estuda com elevada resolução espacial. Esta 
técnica microscópica é, igualmente, adequada para a imagiologia de células vivas. 
Adicionalmente, é possível o estudo de ácidos nucleicos, nomeadamente, a análise 
estrutural de danos em cromossomas provocados por radiação, a análise conformacional da 
dupla hélice, a medição das propriedades mecânicas do DNA e a sua modelação em 
consequência da adição de pequenas moléculas. [31, 90]  
 
 
3.7. Observação de SLB’s por AFM 
 
O procedimento foi idêntico para os três substratos. As medidas de AFM ex-situ e 
in-situ foram realizadas à temperatura ambiente usando o microscópio Multimode 
Nanoscope IIIa (Digital Instruments, Veeco). As imagens topográficas foram obtidas em 
modo de contacto intermitente, mantendo-se o valor de força o mais baixo possível, por 
ajuste contínuo do parâmetro set point (amplitude), e a velocidade de varrimento foi 
próxima de 2 Hz. Para experiências ex-situ, usaram-se cantilevers de silício com 
frequências de ressonância de cerca 300 kHz. Para as medidas in-siu, antes de cada 
experiência, o suporte de vidro que funciona como célula e no qual encaixa o cantilever 
(Figura 22) foi lavado diversas vezes com água e etanol. Os cantilevers eram de nitreto de 
silício e possuíam uma frequência de ressonância em líquido de 9 kHz. No início de cada 
experiência in-situ as amostras foram cobertas com 45 µL de tampão A para as SLB’s 
formadas em mica, tampão C para as SLB’s formadas em silício, ou tampão A ou E para as 
SLB’s formadas em ouro. 
Quando foi obtida uma imagem estável numa região de interesse da bicamada em 
solução tampão, efectuaram-se sucessivas adições de etanol, tendo-se observado a mesma 
região da amostra entre cada adição. Em muitos casos, foram escolhidas regiões onde a 
cobertura do substrato por lípido era incompleta e a bicamada possuía uma forma distinta, 
de modo a facilitar a identificação das alterações na organização lateral da membrana, 
incluindo a sua expansão, após as adições sucessivas de etanol.  
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Figura 22 – Célula de fluidos para modo de contacto intermitente. Este componente, no qual se 
encontra incorporada a ponta e cantilever, permite analisar amostras in-situ, ou seja, imersas num 
líquido. 
 
 
 
3.8. Tratamento de imagens 
 
O tratamento de imagens obtidas por AFM foi efectuado com recurso ao software 
V613r1 da Vecco Instruments.  Sempre que se justificava e sem alterar as características da 
imagem obtida, foi aplicada a função de flattening. 
Para o cálculo das áreas ocupadas pelas bicamadas utilizou-se o software ImageJ. 
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4. Resultados 
 
 
Como o objectivo final do trabalho é a compreensão dos fenómenos induzidos pelo 
etanol em sistemas membranares complexos (contendo dois ou três lípidos diferentes e 
diversas fases lipídicas), caracterizaram-se incialmente os sistemas puros DOPC e DPPC 
por AFM. Esta caracterização prévia é necessária para se conseguir interpretar 
quantitativamente os fenómenos observados em sistemas mais complexos (e.g. [12, 91]). 
Se nada for referido em contrário, todos os estudos apresentados em seguida 
resultam da obtenção de imagens de AFM recorrendo a uma célula de líquidos, ou seja, 
provêm de experiências efectuadas in-situ. 
 
 
4.1. Efeitos do etanol em sistemas puros – DPPC e DOPC 
 
 
A formação de bicamadas lipídicas suportadas de DPPC em mica e silício foi 
conseguida através da técnica de fusão de vesículas. Em ambas as situações procedeu-se à 
observação da bicamada pura de DPPC por AFM, em modo de contacto intermitente, tanto 
ex-situ (Figura 23) como in-situ (Figura 24). Como a experiência de AFM decorreu à 
temperatura ambiente (∼ 22ºC), a bicamada de DPPC encontra-se na fase gel uma vez que a 
temperatura de transição principal deste fosfolípido é de 41ºC [92]. A espessura da 
bicamada determinada em ambos os substratos foi de 6.4 nm (Tabela 1), a qual é 
concordante com a indicada por Z. Shao et al que referem que a altura de uma bicamada de 
DPPC medida por AFM deverá rondar os 6 nm [31]. Estes dois valores estão, por sua vez, 
em conformidade com a distância de repetição lamelar de 6.27 ± 0.06 nm obtida por 
dispersão de raios-X para uma bicamada de DPPC [52]. Contudo, a espessura de 6.4 nm 
estimada neste trabalho difere da obtida por Leonenko et al a qual foi de 5.5 nm [29]; na 
discussão dos será apresentada uma possível justificação que explique a discrepância de 
quase 1 nm verificada entre os dois valores. Conforme é possível verificar, as espessuras 
obtidas para uma bicamada de DPPC tanto por difracção de raio-X (sistema modelo 
utilizado – vesículas multilamelares), como por AFM (sistema modelo utilizado – 
bicamadas lipídicas suportadas) são próximas, fundamentando, assim, o uso das SLB’s 
enquanto sistema modelo para estudar processos biofísicos que ocorram ao nível das 
membranas biológicas. De referir ainda que a observação da amostra em silício revelou a 
deposição de multicamadas dando origem aos degraus que se verificam no perfil 
topográfico correspondente à Figura 23b. Relativamente ainda à formação de uma bicamada 
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depositada em silício, é de mencionar que o seu processo é diferente do utilizado para mica 
uma vez que este último não possibilitou a formação de SLB sobre a qual pudessem ser 
efectuados quaisquer estudos. Como tal, foi necessário a optimização deste procedimento, 
recorrendo-se a uma adaptação do protocolo descrito por Howland et al [83]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23 – Formação de SLB de DPPC em mica (a) e silício (b) e determinação da espessura da 
bicamada ex-situ. As imagens de AFM foram obtidas à temperatura ambiente e correspondem a uma 
área de a) 2.0 µm × 2.0 µm  e b) 1.4 µm × 1.4 µm. Os perfis topográficos correspondentes às linhas 
coloridas traçadas na imagens de AFM evidenciam a espessura de 6.4 nm determinada para a 
bicamada de DPPC. Z = 12 nm (a). Z = 38 nm (b). 
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Figura 24 – Formação de SLB de DPPC em mica (a) e silício (b) e determinação da espessura da 
bicamada in-situ. As imagens de AFM correspondem a uma área de a) 5.0 µm × 5.0 µm e b) 1.0 µm 
× 1.0 µm e foram obtidas à temperatura ambiente na presença de tampão Hepes para SLB’s em mica 
e de tampão PBS para SLB’s em silício. Os perfis topográficos correspondentes às linhas coloridas 
traçadas na imagens de AFM evidenciam a espessura de 6.4 nm determinada para a bicamada de 
DPPC. Z = 15 nm (a). Z = 30 nm (b). 
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Tabela 1 – Valores médios da espessura da bicamada para os sistemas lipídicos estudados 
depositados em mica, silício e ouro antes e após a adição de etanol final. Quando coexistem 
diferentes tipos de domínios, as suas diferenças de altura são, igualmente, indicadas. 
 
 
Sistema lipídico Espessura da Bicamada (nm) 
Diferença de 
altura dos 
domínios 
(nm) 
Redução de altura após 
adição de etanol (nm) 
 
  
 
 
DPPC 6.4 ± 0.1 – 1.2 ± 0.1 
DOPC 5.4 ± 0.1 – 0.6 – 0.9 
DOPC/DPPC (1:1)a 6.3 ± 0.1 (g) 
5.3 ± 0.1 (f) 1.1 ± 0.1 
1.1 – 1.3 (g) 
0.6 – 1.0 / 0.8 – 1.2 (f)b  
DPPC/Col (98:2) 6.4 ± 0.1 – 1.5 ± 0.1 
DOPC/DPPC/Col 
(40:40:20)c 
6.3 ± 0.1 (lo) 
5.3 ± 0.1 (ld) 
1 ± 0.1 0.8 – 1.0 
Mica 
DOPC/PSM/Col 
(40:40:20)c 
6.5 ± 0.1 (lo) 
5.3 ± 0.1 (ld) 
1.2 ± 0.1 0.6 – 1.1 
      
     
DPPC 6.4 ± 0.1 – 1.5 ± 0.1 
Silício DOPC/PSM/Col 
(40:40:20)c 
6.6 ± 0.1 (lo) 
5.5 ± 0.1 (ld) 
1.1 ± 0.1 1.3 ± 0.1 
 
 
 
  
 
 
 
  
DOPC/DPPC (1:1)a 5.2  –  – 
Ouro DOPC/PSM/Col 
(40:40:20)c 
6.4 1.3 – 
 
 
 
  
a
 Fases gel (g) / fluido (f) 
b
 Antes da interdigitação do gel / concomitante com a interdigitação do gel 
c
 Fases líquido desordenado (ld) / líquido ordenado (lo) (jangadas lípidicas) 
 
 
Para avaliar os efeitos do etanol nas diferentes bicamadas estudadas (sistemas 
simples e complexos), foram seleccionadas regiões da amostra não totalmente cobertas, de 
forma a, mais facilmente, examinar sucessivamente o mesmo local, e por outro lado analisar 
a expansão da bicamada. Para todas as amostras apresentadas ao longo desta secção 
procedeu-se à aquisição de imagens de AFM, o mais rapidamente possível após a adição de 
etanol, de forma a acompanhar modificações na bicamada depositada caso estas se 
verifassem. Para todos os casos observou-se que a bicamada se apresentava igual no 
primeiro e último varrimentos (cerca de 20 minutos separam cada um deles) efectuados para 
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cada adição de etanol. Assim, a estabilização da interacção bicamada-etanol, para cada 
concentração deste álcool, foi atingida antes se iniciar a obtenção de imagens.  
Para a bicamada de DPPC depositada em mica o estudo do efeito do etanol foi 
efectuado através da adição sequencial de quantidades crescentes deste álcool ao tampão 
(Figura 25). Na Figura 25a, para uma concentração de etanol de 8 % (v/v) observa-se o 
adelgaçamento da bicamada em pequenas regiões, o qual ocorre simultaneamente com uma 
ligeira redução de altura da restante bicamada para 6.2 nm. Esta redução de 0.2 nm na 
espessura da bicamada correspondente foi, igualmente, observada por Vierl et al [52]. Este 
autor detectou uma redução da distância de repetição lamelar de 6.3 nm para 6.1 nm, 
atribuindo esta variação à alteração do ângulo de inclinação das cadeias acilo dos 
fosfolípidos. As subsequentes adições de etanol (Figura 25b-d) promoveram o 
adelgaçamento de uma maior fracção da bicamada, a qual difere das zonas inalteradas da 
bicamada em 1.2 nm (Tabela 1). Este valor aproxima-se do determinado por outros autores 
[51, 52] para a diminuição da altura da bicamada na presença de etanol. Concomitante a 
este processo de redução de espessura da bicamada em 1.2 nm, observa-se o fenómeno de 
expansão da mesma (Figura 25d) para uma área aproximadamente dupla da ocupada 
inicialmente (Tabela 2), verificando-se, desta forma, os resultados obtidos por Simon and 
McINTOSH [51]  e Vierl et al [52]. Foi também demonstrado que o propanol induz um 
aumento da área molecular média do DPPC de 52 Å2 para 90Å2 . Uma vez que nos estudos 
acima referidos identificou-se, como sendo a interdigitação o processo pelo qual ocorre o 
adelgaçamento da bicamada, também nas experiências efectuadas os domínios de espessura 
reduzida deverão corresponder a domínios interdigitados. 
Na experiência acima descrita, para uma concentração de etanol de 8% (v/v) (Figura 
25a), os domínios interdigitados foram dificilmente detectados. Porém, é conhecido, através 
do diagrama de fases DPPC/etanol (Figura 12), que o limiar de concentração para a 
ocorrência de interdigitação é entre 3.2% [52] e 5% [58]. Deste modo, realizou-se uma 
experiência em que se procedeu à remoção de tampão, por secagem sob um fluxo suave de 
azoto, no qual se encontrava imersa uma SLB de DPPC. Esta bicamada foi depois 
rehidratada com 100µl de tampão Hepes contendo etanol a 6% (v/v). Deixou-se incubar por 
um período de 25 minutos, com 100µl de tampão Hepes contendo etanol a 6% (v/v).  
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Figura 25 – Interacção do etanol com uma bicamada em fase gel depositada em mica. As imagens 
de AFM apresentadas correspondem a uma SLB composta por DPPC depositada em mica na 
presença de diferentes concentrações de etanol em tampão Hepes: a) 8 %; b) 11; c) 18 %; e d) 30 % 
(v/v). As imagens foram obtidas numa célula de líquido à temperatura ambiente. O gráfico mostra os 
perfis topográgicos correspondentes às linhas coloridas traçadas. As imagens correspondem a uma 
área 3.3 µm × 3.3 µm. Z = 20 nm. 
 
 
Após o período de incubação procedeu-se à lavagem da amostra com água 
desionizada, de forma a eliminar os sais presentes, e à posterior remoção do excesso de 
água sob um fluxo de azoto. A imagem obtida após incubação apresenta-se na Figura 26. 
Neste caso em toda a imagem o substrato está coberto por DPPC, indicando que terá 
ocorrido interdigitação de uma grande porção da bicamada (correspondente à zona 
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acastanhada), ao invés daquilo que se verificou para a concentração de 8% (v/v) referente 
ao estudo in-situ. À semelhança do estudo in-situ, também para esta experiência ex-situ se 
verificou uma diferença de 1.2 nm entre os domínios interdigitados e as áreas da bicamadas 
não interdigitadas.  As diferenças observadas, entre a amostra previamente incubada (Figura 
26) e não incubada (Figura 25), relativamente à concentração de etanol à qual se verifica a 
formação de extensos domínios interdigitados pode justificar-se pelo facto de a solução se 
apresentar mais homogénea. 
 
 
 
 
Figura 26 – Estudo ex-situ  da interdigitação induzida pelo etanol numa SLB de DPPC em mica. A 
amostra foi incubada com 100µl de tampão Hepes contendo etanol a 6% (v/v) por um período de 20 
a 30 minutos. Procedeu-se, depois, à lavagem da amostra com água milipore e à sua secagem sob um 
fluxo de azoto. A imagem corresponde a uma área de 2.2 µm × 2.2 µm. Z = 8.0 nm. 
 
 
É de realçar que o tratamento administrado à amostra observada ex-situ, 
nomeadamente, a lavagem com água após a incubação com etanol, não irá afectar os 
domínios interdigitados formados, uma vez que estudos desenvolvidos por Mou et al  [93] 
permitem concluir que os domínios interdigitados se mantêm estáveis por dias após a 
remoção do etanol (por lavagem com água) à temperatura ambiente. 
Para a bicamada de DPPC depositada em silício o estudo do efeito do etanol foi 
efectuado, igualmente, por adição sequencial de quantidades crescentes deste álcool ao 
tampão (Figura 27). Na Figura 27a, a qual mostra uma imagem de AFM correspondente a 
uma SLB de DPPC depositada em silício na presença de etanol a 13% (v/v), é possível 
verificar que a espessura da bicamada não sofreu alteração a esta concentração de etanol, 
apresentando um valor de ~ 6.4 nm. As adições subsequentes de etanol (Figura 27b,c) 
resultaram na formação de domínios interdigitados, os quais diferem das áreas não 
interdigitadas da membrana em ~ 1.5 nm, valor que é ligeiramente superior ao do estudo 
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realizado em mica. Também nesta situação, registou-se a expansão da bicamada que 
resultou na cobertura quase total do silício (Figura 27c), o que se encontra em conformidade 
com o observado na experiência realizada em mica. Esta é a primeira vez que o fenómeno 
de interdigitação é registado neste suporte por AFM. A deposição da bicamada de DPPC em 
silicio foi realizada em condições distintas da formação da bicamada de DPPC em mica, 
nomeadamente no que diz respeito ao tampão usado e à dimensão das vesículas que foram 
adsorvidas (em mica foram adsorvidas SUV’s e em silício LUV’s). 
  
 
 
 
 
Figura 27 – Interacção do etanol com uma bicamada em fase gel depositada em silício. Imagens de 
AFM de uma SLB de DPPC em silício na presença de diferentes concentrações de etanol em tampão 
PBS: a) 13 %; b) 25 %; c) 34 % (v/v). As imagens foram obtidas numa célula de líquido à 
temperatura ambiente. Os gráficos mostram os perfis topográgicos correspondentes às linhas 
coloridas traçadas. As imagens correspondem a uma área 2.0 µm × 2.0 µm. Z = 15 nm. 
 
 
 
Para o estudo do DOPC, procedeu-se de forma idêntica ao realizado para o DPPC. 
Assim, tal como para a deposição do DPPC em mica, recorreu-se, igualmente, ao método de 
fusão de vesículas para formar uma bicamada de DOPC depositada em mica. A bicamada 
pura de DOPC foi analisada por AFM em modo de tapping, tanto ao ar como em líquido 
(Figura 28). Uma vez que a Tm do DOPC é ~ -20ºC [91], a bicamada lipídica encontra-se na 
fase fluida à temperatura ambiente. A espessura obtida para a bicamada foi de ~ 5.4 nm 
(Figura 28 e Tabela 1), estando este valor de acordo com o obtido por outros autores [29]. É 
de realçar que toda a superfície do suporte se encontrava coberta pela bicamada de DOPC. 
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Figura 28 – Formação de SLB de DOPC observada ex-situ (a) e in-situ (b) e determinação da 
espessura da bicamada ex-situ. As imagens de AFM foram obtidas à temperatura ambiente e 
correspondem a uma área de a) 2.0 µm × 2.0 µm  e b) 5.0 µm × 5.0 µm. O perfil topográfico 
corresponde à linha colorida traçada na imagem a). Z = 14 nm (a). Z = 12 nm (b). 
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Tabela 2 – Valores da áreas e espessuras antes da adição de etanol e respectivos volumes para as misturas lipídicas depositadas em mica antes da adição de 
etanol. Valores das alturas finais e áreas finais calculadas admitindo a conservação de volume e áreas finais obtidas experimentalmente para as mesmas 
misturas após a última adição de etanol. Quando coexistem diferentes tipos de domínios, os diferentes valores são, igualmente, indicados. As unidades de área 
são apresentadas em píxeis e as de altura em nanómetros. 
Ai – área inicial; hi – altura inicial; V – volume; hf – altura final; Af – Área final; Calc. – calculada; Obt – obtida; f – fluido; g – gel; ld – líquido 
desordenado;  lo – líquido ordenado; fd – fracção desordenada; fo – fracção ordenada.
Af (pix2) Mist. Lip. Ai (pix2) hi (nm) V (pix2.nm) hf (nm) Calc. Obt. 
Afobt/
Ai 
Aifd/ 
Aifo 
Affd/
Affo 
DPPC 
 
6.4×104 
 
6.4 41.3×104 5.3 
 
7.7×104 
 
 
12.6×104 
 
1.9 -  -  
f 2.7×104 5.2 14.1×104 3.8 3.7×104 4.1×104 1.5 
DOPC/DPPC 
g 6.9×103 6.3 4.3×104 5.1 8.5×103 6.2×103 0.9 
3.9 6.7 
ld 3.3×104 5.4 17.8×104 4.5 3.7×104 
 
3.9×104 (8% EtOH) 
 
5.0×104 (13% EtOH) 
 
11.5×104 (25% EtOH) 
 
1.2 
 
1.5 
 
3.5 
DOPC/DPPC/Col 
lo 1.5×104 6.4 9.9×104 5.5 1.8×104 
 
1.5×104 (8% EtOH) 
 
1.9×104 (13% EtOH) 
 
1.5×104 (25% EtOH) 
 
0.9 
 
1.3 
 
1.0 
2.1 
 
7.5 
 
ld 
 
4.5×104 
 
 
5.4 
 
24.3×104 
 
4.8 
 
 
5.1×104 
 
7.4×104 1.7 
DOPC/PSM/Col 
lo 3.5×104 6.5 22.9×104 5.9 3.9×104 3.8×104 1.1 
1.2 1.9 
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Para avaliar o efeito do etanol sobre a bicamada de DOPC, procedeu-se de igual 
modo ao que já foi referido para o DPPC. Assim, o etanol foi adicionado sequencialmente à 
amostra em estudo (Figura 29). Observou-se, após as adições de etanol, que a bicamada de 
DOPC é mais instável que a de DPPC nestas condições, o que impossibilitou a obtenção de 
imagens de boa qualidade. Assim, procedeu-se à observação das amostras ex-situ (Figura 
30b), após a sua lavagem com água milipore e secagem sob um fluxo de azoto. As imagens 
assim obtidas revelam a presença de domínios interdigitados que diferem das áreas não 
interdigitadas da bicamada de ~ 0.75 nm, diferença que é inferior à registada relativamente 
à bicamada de DPPC. Observa-se, para 17 % (v/v) de etanol (Figura 30b), a existência de 
domínios de espessura mais reduzida, os quais são de maior dimensão do que os na 
bicamada de DPPC para uma concentração de etanol semelhante (Figura 25c). Este efeito 
mais pronunciado do etanol sobre a bicamada de DOPC relativamente à bicamada de DPPC 
foi também descrito por outros autores que observaram a formação de domínios 
interdigitados em DOPC para concentrações de etanol que não produziam qualquer efeito 
em DPPC [29]. 
A partir dos resultados acima apresentados é possível concluir que tanto as 
espessuras obtidas para as bicamadas como os valores de interdigitação determinados são 
idênticos, quer tenham sido medidos in-situ ou ex-situ. Como tal, para os estudos seguintes, 
apenas serão apresentados resultados respeitantes às bicamadas observadas in-situ, uma vez 
que a experiência é efectuada em condições mais próximas das bicamadas lipídicas das 
membranas biológicas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29 – Interacção do etanol com uma bicamada em fase fluida depositada em mica. As 
imagens de AFM apresentadas correspondem a uma SLB composta por DOPC depositada em mica 
na ausência de etanol a) e na presença de diferentes concentrações de etanol em tampão Hepes: b) 8 
e c) 14 % (v/v). As imagens foram obtidas numa célula de líquido à temperatura ambiente. As 
imagens correspondem a uma área de 5.0 µm × 5.0 µm. Z = 25 nm. 
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Figura 30 – Indução de domínios de espessura reduzida pelo etanol numa bicamada em fase fluida 
depositada em mica. As imagens de AFM apresentadas correspondem a uma SLB de DOPC 
depositada em mica a) na ausência de etanol e b) após exposição a uma concentração de etanol de 
17 % (v/v). As imagens foram obtidas ex-situ. A amostra observada em b) foi sujeita a uma lavagem 
com água seguida de secagem sob um fluxo de azoto após exposição a 17 % (v/v) de etanol. O perfil 
topográfico correspondente à linha colorida traçada evidencia uma diferença de altura entre 
domínios interdigitados e não interdigitados de 0.7 nm. As imagens correspondem a uma área de 2.0 
µm × 2.0 µm. Z = 16 nm (a); Z = 4 nm (b). 
 
 
4.2. Efeitos do etanol em sistemas com coexistência gel/fluido 
 
 Para o estudo do efeito do etanol sobre uma bicamada lipídica apresentando 
coexistência de fases gel/fluido, recorreu-se ao sistema binário DOPC/DPPC (com razão 
molar 1:1), o qual se sabe, de acordo com o seu diagrama de fases, exibir coexistência de 
fase gel rica em DPPC e fase fluida rica em DOPC [12, 94] (Figura 9).  
 Estes lípidos são muito utilizados em estudos envolvendo sistemas modelo de 
membrana. Na secção anterior procedeu-se à caracterização de cada um deles e da sua 
interacção com o etanol, obtendo-se parâmetros, como a espessura da bicamada e as 
alterações morfológicas induzidas pela presença de etanol, de modo que estão reunidas as 
condições para se efectuar um estudo semelhante num sistema mais complexo que é a 
mistura DOPC/DPPC. 
 
 
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1
1.2
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
µm
n
m
0.7 nm 
a b 
Resultados 
 49 
À semelhança das situações anteriores, a formação de SLB’s compostas por 
DOPC/DPPC (1:1) em mica foi efectuada pelo método da fusão de vesículas. A observação 
in-situ desta amostra (Figuras 31 e 32) confirmou a existência de separação de fases para 
esta mistura, uma vez que a bicamada formada é heterogénea, apresentando domínios com 
espessuras diferentes (Figura 32a). Conjuntamente a uma imagem topográfica é mostrada 
uma imagem de fase na Figura 31b. Aqui é possível observar contraste de fase entre os 
domínios gel e a fase fluida circundante, o que evidencia a diferença de rigidez entre as 
duas fases. Relativamente à topografia, esta foi já observada por outros autores [19, 30]. A 
diferença de altura registada entre os domínios de fase gel e fase fluída é ~ 1.1 nm (Figura 
32a e Tabela 1). Observa-se ainda que a espessura dos domínios de fase gel é ~6.3 nm 
(Figura 32a) e a dos domínios de fase fluída é ~5.3 nm (Figura 32a) são muito semelhantes 
às obtidas para os respectivos sistemas puros. 
 
 
 
 
 
Figura 31 – Bicamada apresentando coexistência de fases gel/fluida. Imagem de AFM de a) 
topografia e b) fase de uma SLB composta por DOPC/DPPC (1:1) depositada em mica. As imagens 
correspondem a uma área de 3.5 µm × 3.5 µm. Z = 24 nm em a). Z = 8º em b). 
 
 
 O etanol foi adicionado à amostra de forma sequencial para concentrações finais de 
11 %, 22%, e 34 % (v/v) (Figura 32b-d). As duas primeiras adições de etanol (Figura 32b,c) 
promoveram o adelgaçamento da porção da bicamada correspondente à fase fluida, 
permanecendo os domínios de fase gel com a mesma espessura (ver perfil topográfico 
Figura 32). Nestas condições a diferença de altura entre domínios de fase gel e a fase fluida 
é máxima, atingindo um valor de ~2.0 nm. Este valor corresponde à diferença entre uma 
bicamada de DPPC não interdigitada e uma bicamada de DOPC após redução de espessura 
por acção do etanol. Observa-se igualmente um aumento da fracção de fase fluida 
relativamente a domínios de fase gel, uma vez que aqueles aparecem em regiões que, na 
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ausência de etanol, eram ocupados por domínios de fase gel. O facto da fase fluída sofrer 
redução de espessura primeiro que a fase gel, está de acordo com a necessidade de uma 
menor concentração de etanol para induzir o adelgaçamento da bicamada de DOPC puro 
relativamente ao DPPC puro. Finalmente, para uma concentração de etanol de 34 % (v/v) 
(Figura 32d), além de ocorrer a interdigitação dos domínios de fase gel verifica-se, 
igualmente, uma nova redução de espessura da fase fluída, originando-se uma diferença de 
altura gel/fluido de ~1.2 nm. Esta diferença é, por coincidência, semelhante à registada na 
ausência de etanol. Para esta concentração final de etanol observa-se igualmente, a 
expansão da fase fluida para uma área 1.5 vezes superior à ocupada inicialmente por esta 
fracção (Tabela 2), enquanto a área correspondente aos domínios de fase gel se mantém 
inalterada.  
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Figura 32 – Interacção do etanol com uma bicamada apresentando coexistência de fases gel/fluida. 
Imagem de AFM de uma SLB composta por DOPC/DPPC (1:1) depositada em mica, a) na ausência 
de etanol, e após adições sucessivas de etanol para uma concentração final de b) 11 %; c) 22 %; e d) 
34 % (v/v) em tampão Hepes. As imagens foram obtidas numa célula de líquido à temperatura 
ambiente. O gráfico mostra os perfis topográficos correspondentes às linhas coloridas traçadas. As 
imagens correspondem a uma área de 7.5 µm × 7.5 µm. Z = 24 nm. 
  
 
 É de realçar que o local de formação dos domínios de fase fluida de espessura 
reduzida depende da topologia do sistema. Na Figura 32, a bicamada é composta de 
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domínios gel numa fase fluida contínua (sistema DOPC/DPPC a uma proporção molar 1:1), 
verificando-se o aparecimento de domínios fluídos adelgaçados dentro dos domínios de fase 
gel. Por outro lado, quando a bicamada está organizada de forma a que os domínios de fase 
fluida se encontram rodeados por uma fase gel maioritária (sistema DOPC/DPPC (8:92)), 
observa-se a formação dos primeiros domínios fluidos adelgaçados na interface gel/fluido 
(Figura 33). A formação destes domínios origina “ilhas” de fase fluida de espessura 
inalterada resultando em perfis topográficos como o que se mostra Figura 33.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33 – A topologia dos domínios gel/fluido influencia a interacção do etanol com a bicamada 
lipídica. Imagem de AFM de uma SLB composta por DOPC/DPPC (8:92 mol:mol) depositada em 
mica, na presença de uma concentração de etanol de 18 % (v/v) em tampão Hepes. A imagem foi 
obtida numa célula de líquido à temperatura ambiente. O gráfico mostra o perfil topográfico 
correspondente à linha colorida traçada. Z = 10 nm. Os valores indicados ao lado das setas 
correspondem à diferença de altura. 
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4.3. Efeitos do etanol no sistema binário DPPC/Col 
 
Segundo trabalhos de outros autores, consoante a fracção de colesterol numa 
bicamada de DPPC, este esterol pode exercer um efeito protector relativamente ao etanol 
(para concentrações de colesterol superiores a 20%) [59, 61, 62], ou, ao invés, desempenhar 
uma função facilitadora da acção do etanol (para concentrações de colesterol muito baixas) 
[53]. Desta forma, recorrendo à microscopia de força atómica pretendeu-se avaliar qual o 
efeito da presença de 2 mol % de colesterol numa bicamada de DPPC. Para tal, preparou-se 
uma SLB composta por DPPC/Col (numa proporção molar 98:2) em mica, que de acordo 
com o seu diagrama de fases (Figura 7), esta mistura é constituída apenas por uma fase – 
fase gel.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34 – Efeito da presença de 2 mol % colesterol numa bicamada de DPPC na acção do etanol. 
Imagem de AFM de uma SLB em mica composta por DPPC/Col (98:2 mol:mol) na a) ausência de 
etanol e b) presença de etanol a 11 % (v/v) em tampão Hepes. As imagens foram obtidas in-situ à 
temperatura ambiente e correspondem a uma área de 2.0 µm × 2.0 µm. O gráfico mostra os perfis 
topográficos correspondentes às linhas coloridas traçadas. Z = 15 nm (a); Z = 20 nm (b). 
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A observação desta amostra in-situ (Figura 34) revelou que a bicamada com esta 
composição tem uma altura única de 6.4 nm (Figura 34 e Tabela 1), idêntica à do DPPC, 
não se detectando a presença de domínios. Novamente, o estudo do efeito do etanol foi 
efectuado por adições sucessivas deste álcool à amostra. A presença de etanol a 11 % (v/v) 
induziu a redução de espessura de uma grande porção da bicamada, assim como a sua 
expansão (Figura 34b). A diferença de altura entre as regiões da membrana que sofreram 
adelgaçamento e as porções da bicamada que se mantiveram inalteradas é de ~1.5 nm, 
sendo este valor ligeiramente superior ao obtido para o DPPC puro. Comparando os 
resultados obtidos para 11% (v/v) de etanol no sistema puro DPPC, presença de pequenos 
domínios interdigitados, e no sistema binário DPPC/Col (98:2) conclui-se que a presença de 
colesterol nesta proporção molar facilita a acção do etanol em SLB’s depositadas em mica. 
 
 
 4.4. Interacção do etanol com misturas lipídicas contendo jangadas 
 
De forma a mimetizar mais fielmente uma membrana celular, prepararam-se 
misturas lipídicas ternárias com separação de fase lo/ld constituídas por um lípido de Tm 
baixa, outro de Tm elevada e colesterol. Estas misturas são bons modelos dos domínios 
lipídicos conhecidos como jangadas lipídicas que se encontram presentes na membrana 
plasmática das células de mamífero (e em outros organismos) e estão envolvidos em 
diversos processos celulares [37] (ver introdução, secção 1.5). Foram usadas duas misturas 
– DOPC/DPPC/Col e DOPC/PSM/Col ambas com proporções molares de 40:40:20. O 
diagrama de fases ternário para ambas as misturas lipídicas é conhecido [9, 12] (Figura 9). 
Aplicando a regra da alavanca à linha de conjugação que contém esta mistura (em cada um 
dos diagramas), calculou-se uma fracção molar de, aproximadamente, 43% para a fase lo 
em ambas as situações. A fase lo corresponde aos domínios ricos no lípido de elevada Tm 
(DPPC ou PSM) e colesterol (jangadas lipídicas) e a fase ld à restante membrana rica no 
lípido de baixa Tm (DOPC). 
 A preparação de SLB’s de DOPC/DPPC/Col (40:40:20) foi efectuada pelo método 
de deposição de vesículas. Estas SLB’s foram preparadas sobre mica e observadas por AFM 
(Figura 35) na ausência e presença de diferentes concentrações de etanol. Conforme seria de 
esperar pelo diagrama de fases desta mistura ternária (Figura 9), a bicamada na ausência de 
etanol (Figura 35a) apresenta coexistência de domínios lo (espessura ~6.3 nm) e ld 
(espessura ~5.3 nm), os quais diferem entre si por uma altura de ~1 nm (Tabela 1). A adição 
de 4 % (v/v) de etanol (Figura 35b) não promoveu qualquer alteração na topografia e 
topologia da bicamada depositada.  
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Figura 35 – Interacção do etanol com uma bicamada apresentando separação de fase ld/lo  
depositada em mica. Imagem de AFM de uma SLB composta por DOPC/DPPC/Col (40:40:20 
mol:mol:mol) depositada em mica, a) na ausência de etanol, e na presença de etanol a uma 
concentração de b) 4 %; c) 8 %; d) 13 %; e) 20 %; e f) 25 % (v/v) em tampão Hepes. As imagens 
foram obtidas à temperatura ambiente com recurso a uma célula de líquidos. As imagens 
correspondem a uma área de 20 µm × 20 µm. O gráfico mostra os perfis topográficos 
correspondentes às linhas coloridas traçadas. Z = 15 nm. 
 
 
Porém, na presença de 8 % (v/v) de etanol (Figura 35c), tanto os domínios lo como 
ld diminuem de espessura em cerca de 0.8 nm (Tabela 1), mantendo-se a mesma diferença 
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56 
de altura entre eles, pelo que toda a bicamada sofre um adelgaçamento simultâneo. Este 
comportamento é completamente distinto do observado para a coexistência gel/fluido 
(Figura 32 e 33), evidenciando, desta forma, a influência que tanto a composição 
membranar como a organização lateral da bicamada exercem sobre os efeitos induzidos 
pelo etanol. Por outro lado, encontra-se descrito que 20 mol % de colesterol tem um efeito 
protector relativamente à indução da interdigitação quando misturado com um fosfolípido . 
No presente caso, 20 mol % de colesterol não previne a redução de espessura, podendo, de 
facto, promovê-la, uma vez que tanto os domínios ld como lo sofrem uma diminuição de 
altura para concentrações baixas de etanol. Para 13 % (v/v) de etanol (Figura 35d) a fracção 
de área ocupada pelos domínios ld (os de menor espessura) torna-se maior. Adicionalmente, 
para concentrações de etanol superiores (Figura 35e,f), dá-se a expansão da bicamada, a 
qual cobre a quase totalidade do suporte. A análise das áreas ocupadas por cada uma das 
fracções mostra que para valores intermédios de concentração de etanol, 8 e 13%, os 
domínios ld expandiram a sua área para cerca de 1.2 e 1.5 vezes, respectivamente, enquanto 
que para concentrações elevadas (25 %) deste álcool expandiram para próximo de 3.4 vezes 
a sua área inicial (Tabela 2). Ao invés, observa-se que a área dos domínios lo permanece 
inalterada, às várias concentrações de etanol aplicadas. 
Foi, igualmente, estudado outro sistema ternário contendo jangadas lipídicas em que 
o lípido de maior Tm é a PSM (Tm = 36ºC) em vez do DPPC. Também para este sistema se 
observou a bicamada na ausência e presença de etanol,Figuras 36 e 37, respectivamente. 
Novamente, como seria de esperar pelo diagrama de fases desta mistura [9] (Figura 9), 
verifica-se, na ausência de etanol (Figuras 36 e 37a), a coexistência de domínios lo 
(espessura ~6.5 nm) e ld (espessura ~5.3 nm), os quais diferem entre si por uma altura de 
~1.2 nm, valor este que se encontra de acordo com estudos prévios [13]. Simultaneamente a 
uma imagem topográfica é mostrada uma imagem de fase desta mistura na Figura 36b, onde 
é possível observar contraste de fase entre os domínios lo e ld, o que evidencia a diferença 
de rigidez entre estas duas fases líquidas. Quando exposta a uma concentração de 4 % (v/v) 
de etanol (Figura 37b), a bicamada depositada não sofreu qualquer alteração na sua 
topografia. Com a adição de etanol para uma concentração final de 8 % (v/v) (Figura 37c), 
observa-se que toda a bicamada, ou seja tanto os domínios lo como ld, sofrem uma redução 
da sua espessura em cerca de 0.6 nm (Tabela 1). As adições subsequentes de etanol 
promoveram a expansão da bicamada. Assim, observou-se que a área ocupada pelos 
domínios ld se expandiu cerca de 1.7 vezes (Tabela 2), enquanto que a fracção lo não sofreu 
qualquer modificação de área em consequência da exposição ao etanol. Verifica-se, deste 
forma, que este sistema se comporta, qualitativamente, do mesmo modo que o sistema 
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anterior DOPC/DPPC/Col. Assim, conclui-se que o tipo de domínios presentes (lo e ld) na 
bicamada explica o tipo de efeito exercido pelo etanol. A composição específica desses 
domínios é responsável por diferenças quantitativas nas variações de espessura e na 
concentração de etanol necessária para se observar determinado efeito. 
 
 
 
 
Figura 36 – Bicamada apresentando coexistência de fases ld/lo. Imagem de AFM de a) topografia e 
b) fase de uma SLB composta por DOPC/PSM/Col (40:40:20) depositada em mica. As imagens 
correspondem a uma área de 6 µm × 6 µm. Z = 25 nm em a). Z = 10º em b). 
 
 
a b 
mica 
Fase ld 
Fase lo 
Resultados 
 
 
 
58 
 
 
 
 
 
Figura 37 – Interacção do etanol com uma bicamada depositada em mica contendo PSM e  
apresentando separação de fase ld/lo. Imagem de AFM de uma SLB composta por DOPC/PSM/Col 
(40:40:20 mol:mol:mol) depositada em mica, a) na ausência de etanol, e na presença de etanol à 
concentração de b) 4 %; c) 8 % (v/v) em tampão Hepes. As imagens foram obtidas à temperatura 
ambiente com recurso a uma célula de líquidos. As imagens correspondem a uma área de 20 µm × 
20 µm. O gráfico mostra os perfis topográficos correspondentes às linhas coloridas traçadas. Z = 15 
nm. 
  
 
O efeito do etanol sobre este último sistema ternário (DOPC/PSM/Col) foi também 
estudado usando o silício como suporte para a deposição da bicamada (Figura 38). 
Observou-se a formação de uma bicamada com separação de domínios lo (com espessura de 
~6.6 nm) e ld (com espessura de ~5.5 nm), os quais diferem entre si por uma altura de ~1.1 
nm (Figura 38a). As sucessivas adições de etanol provocaram, à semelhança do que se 
observou em mica, a diminuição da espessura dos domínios lo e ld em simultâneo e a 
posterior expansão da bicamada (Figura 38b-d).  
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 É importante realçar que os sistemas exibindo coexistência de fases lo/ld sofreram 
modificações na sua espessura a concentrações de etanol inferiores àquelas a que se 
verificaram efeitos semelhantes para os sistemas puro e com coexistência de fases gel/fluído. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38 – Interacção do etanol com uma bicamada depositada em silício contendo PSM e  
apresentando separação de fases ld/lo. Imagem de AFM de uma SLB composta por 
DOPC/PSM/Col (40:40:20 mol:mol:mol) depositada em silício, a) na ausência de etanol, e na 
presença de etanol à concentração de b) 4 %; c) 8 %; d) 13 % (v/v) em tampão Hepes. As imagens 
foram obtidas à temperatura ambiente com recurso a uma célula de líquidos. As imagens 
correspondem a uma área de 1.5 µm × 1.5µm. O gráfico mostra os perfis topográficos 
correspondentes às linhas coloridas traçadas. Z = 15 nm. 
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Com o intuito de avaliar qual o efeito de realizar varrimentos sucessivos sobre uma 
determinada região da amostra, aumentou-se a àrea da amostra de forma a verificar se 
apareceria um quadrado perturbado na zona anteriormente analisada. Na Figura 39 são 
mostradas imagens de AFM referentes a este controlo. Observa-se que, tanto na ausência de 
etanol (Figura 39a,b) como na presença deste álcool (Figura 39c,d), os repetidos 
varrimentos não induziram qualquer perturbação na região analisada da bicamada. 
 
  
Figure 39 – Influência do varrimento repetido de uma zona da amostra na interacção amostra-
etanol. Imagem de AFM de uma SLB composta por DOPC/PSM/Col (40:40:20 mol:mol:mol) 
depositada em silício, a) e b) na ausência de etanol, e c) e d) na presença de etanol à concentração de 
13 % (v/v) em tampão hepes. As imagens foram obtidas à temperatura ambiente com recurso a uma 
célula de líquidos. Z = 15 nm. 
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4.5. Estudos preliminares da deposição de bicamadas em ouro e 
adsorção de lacase 
 
 Dada a importância das superfícies de ouro na elaboração de biossensores, devido às 
suas propriedades condutoras , experimentou-se depositar bicamadas em ouro, compostas 
pelas misturas binária DOPC/DPPC  (1:1) e ternária DOPC/PSM/Col (40:40:20). O uso de 
sistemas complexos justifica-se pelo facto de mimetizarem mais fielmente as membranas 
biológicas e, por outro lado, as bicamadas formadas apresentarem heterogeneidades laterais, 
que numa situação de cobertura total da superfície permitirá facilmente identificar a 
presença da SLB. A deposição da bicamada foi efectuada em duas condições distintas: na 
ausência de uma monocamada auto-montada (SAM) (Figuras 40a,b e 41a-c) e na presença 
de uma SAM (Figuras 40c e 41d). O objectivo de se recorrer a uma SAM para modificar a 
superfície do ouro justifica-se pelo facto de esta ser muito hidrófoba. Assim, a formação de 
uma monocamada auto-montada sobre o ouro contendo grupos terminais COOH criará uma 
superfície mais hidrofila, e, portanto, mais propícia à deposição de lípidos organizados em 
bicamadas, logo com os grupos mais hridrófilos expostos. Para construir esta monocamada 
auto-montada utilizou-se o ácido 11-mercaptoundecanóico (MUA). É de salientar que nesta 
superfície de ouro irregular torna-se mais díficil de determinar diferenças de altura com 
tanta precisão e exactidão como em mica e até mesmo silício.  
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Figura 40 – Formação de uma bicamada lipídica sobre ouro apresentando comopsta por uma 
mistura binária. Imagem de AFM de uma SLB composta por DOPC/DPPC (1:1) depositada em 
ouro na ausência de MUA, a) ex-situ e b) in-situ em tampão hepes, e na presença de MUA, c)  in situ 
em tampão hepes. As imagens foram obtidas à temperatura ambiente. O gráfico mostra o perfil 
topográfico correspondente à linha colorida traçada. As imagens correspondem a uma área de a) 0.26 
µm × 0.26 µm, b) 0.53 µm × 0.53 µm e c) 5.0 µm × 5.0 µm. Z = 30 em a); Z = 40 nm em b); Z = 150 
nm. 
 
 
 Analisando os resultados, verifica-se que a deposição de DOPC/DPPC em ouro é 
concretizável. Assim, para o estudo ao ar (Figura 40a), observa-se que, após a realização do 
protocolo de deposição sem recorrer à SAM, a superfície encontra-se alterada, sendo 
possível distinguir uma diferença de altura de ~5.2 nm (Tabela 1). Esta diferença de altura, 
pode, de acordo com os estudos apresentados acima, corresponder à espessura de uma 
bicamada de DOPC. No entanto, não foi possível identificar, nesta amostra, a presença de 
quaisquer domínios, o que se pode dever à superfície irregular do ouro. A observação desta 
amostra em tampão (in-situ) (Figura 40b), revelou que ocorreu uma aparente reorganização 
dos lípidos depositados, passando estes a dispor-se em estruturas de aparência tubular. Esta 
reorganização pode resultar da tensão que se gera na interface água (polar) – ouro 
(hidrófobo).   
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Figura 41 - Formação de uma bicamada sobre ouro contendo PSM e apresentando separação de 
fase ld/lo. Imagem de AFM de uma SLB composta por DOPC/PSM/Col (40:40:20 mol:mol:mol) 
depositada em ouro na ausência de MUA, a) e b) ex-situ e c) in-situ em tampão citrato-fosfato, e d) 
na presença de MUA, in-situ em tampão citrato-fosfato. As imagens foram obtidas à temperatura 
ambiente. As imagens correspondem a uma área de a) e b) 1.3 µm × 1.3 µm, c) 2.1 µm × 2.1 µm e d) 
2.5 µm × 2.5 µm. O gráfico mostra os perfis topográficos correspondentes às linhas coloridas 
traçadas. Z = 40 nm em a); Z = 50 nm em b); Z = 60 nm em c) e d). 
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Na situação em que se recorreu à modifição da superfície do ouro pelo MUA 
(Figura 40c), observou-se a formação de aglomerados. Estes aglomerados, que apresentam, 
em alguns casos, uma altura superior a 100 nm, podem resultar da formação de 
multicamadas de lípido. Como tal, não foi possível discriminar a formação de uma SLB de 
DOPC/DPPC nestas condições (tampão Hepes a 10 mM com 150 mM NaCl a pH 7.4 e a 
superfície de ouro modificada com MUA). Deste modo, a modificação do ouro com MUA 
não ajudou à obtenção de uma bicamada depositada mais homogénea, onde fosse possível, 
por exemplo, identificar domínios com alturas diferentes correspondentes às fases gel e 
fluida.  
De seguida, procedeu-se à deposição de uma mistura de DOPC/PSM/Col sobre ouro. 
Porém, para este estudo recorreu-se ao tampão citrato-fosfato a pH 4.6, uma vez que o 
objectivo desta experiência era não só conseguir formar SLB’s, contendo jangadas, em ouro 
mas também adsorver a proteína laccase, a qual apresenta actividade biológica óptima ao 
valor de pH referido, sobre a bicamada formada. Analisando as Figuras 41a) e b), as quais 
se referem ao estudo efectuado ex-situ na ausência de MUA, é possível identificar uma 
diferença de alturas de ~1.3 nm, que corresponde à diferença de altura entre domínios lo/ld, 
e outra diferença de ~6.4 nm (Tabela 1), a qual corresponde à espessura da bicamada 
correspondente aos domínios lo. É de realçar que, de acordo com as alturas determinadas, a 
fracção lo ocupa praticamente toda a área de cada planalto de ouro e apenas na sua periferia 
se observa a presença de ld. Esta maior prevalência da fase lo relativamente à fase ld não 
corresponde à fracção esperada para cada uma das fases de acordo com o diagrama de fases , 
o que poderá indicar uma maior influência desta superfície na formação da bicamada em 
comparação com a mica e o silício. A análise desta amostra em tampão (Figura 41c) não 
revelou qualquer diferença relativamente ao que se observou ao ar. Na situação em que se 
recorreu à modifição da superfície do ouro, pelo MUA (Fig. 41d), detectam-se, igualmente, 
diferenças entre a imagem obtida após a realização do protocolo de deposição e a imagem 
correspondente ao ouro limpo, por observação da amostra ex-situ. Foi possível, então, 
identificar uma diferença de altura de ~ 6.8 nm, a qual se aproxima da altura da fracção lo 
de uma bicamada de DOPC/PSM/Col. A observação in-situ desta amostra não revelou 
qualquer alteração comparativamente ao que se observou ex-situ.  
Para promover a adsorção de lacase sobre as bicamadas de DOPC/PSM/Col 
depositadas em ouro, as duas placas de ouro (com e sem MUA) foram imersas durante uma 
noite numa solução de enzima a 0.24 mg/mL, de forma a que a solução de enzima 
apresentasse, aproximadamente, 1U/mL. Antes da sua observação ao microscópio de força 
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atómica as placas foram lavadas primeiro com tampão citrato-fosfato e depois com água 
desionizada. A observação de ambas as amostras (Figura 43) (com e sem a superfície de 
ouro previamente modificada por MUA) mostrou uma superfície mais rugosa por 
comparação com a amostra na ausência de lacase adsorvida.  
 
 
 
 
 
Figura 43 – Adsorção de lacase a uma bicamada depositada sobre ouro. Imagem de AFM de lacase 
adsorvida a uma SLB composta por DOPC/PSM/Col (40:40:20 mol:mol:mol), depositada numa 
superfície de ouro a) e b) modificada com MUA e c) sem qualquer modificação. As imagens foram 
obtidas ex-situ à temperatura ambiente. As imagens correspondem a uma área de 2.0 µm × 2.0 µm. Z 
= 50 nm. 
 
 
Este aspecto mais rugoso deve-se às moléculas de proteína que se encontram 
adsorvidas à superfície do lípido. Estudos de cristalografia indicam que a proteína tem um 
diâmetro de ~ 7 nm [81], confirmando a presença da proteína, uma vez que o diâmetro 
determinado para as unidades redondas mais pequenas, vísiveis nas imagens de AFM para 
uma e outra amostras, é de ~10 nm (largura a meia altura do objecto). Detectou-se 
igualmente a presença de estruturas com dimensão próxima de 35 nm, e mais, as quais 
corresponderão a agregados de várias moléculas de proteína. É de realçar o facto de a 
amostra correspondente à superfície de ouro modificada por MUA apresentar unidades mais 
individualizadas, ao invés do que se observa na amostra onde a bicamada foi depositada 
directamente sobre o ouro, em que se verifica uma grande aglomeração destas unidades, 
tornando-se difícil identificar aquelas que se encontram isoladas.  
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5. Discussão 
 
 
 Neste trabalho, foi estudada por AFM a interacção do etanol com bicamadas 
lipídicas contendo diferentes composições e número e tipo de fases. Esta técnica foi 
escolhida devido à sua excepcional resolução axial e lateral, as quais são bastante 
adequadas para estudar os efeitos do etanol em SLBs, pois estes correspondem, 
usualmente, a um decréscimo da espessura membranar, frequentemente atribuído a 
interdigitação, seguido da expansão lateral da bicamada [51, 52]. O principal objectivo 
deste estudo foi determinar qual a importância da presença de domínios, nomeadamente 
domínios gel/fluido e lo/ld (jangadas lipídicas), nas alterações membranares induzidas 
pelo etanol. 
Inicialmente, estudaram-se sistemas simples compostos apenas por um lípido. 
Estes sistemas possibilitam comparar os resultados obtidos por AFM, que permitem a 
visualização directa dos nanodomínios induzidos pelo etanol, com os obtidos por 
técnicas espectroscópicas e difracção de raios-X. No caso de misturas lipídicas, em que 
a priori podem existir já diversos tipos de domínios com espessura e outras propriedades 
físicas diferentes, a comparação é mais difícil, uma vez que a maior parte das técnicas 
espectroscópicas dão informação sobre o “ensemble average” do sistema. Por exemplo, 
enquanto por AFM se pode observar localmente que sob determinadas condições a 
bicamada lipídica é composta por 50% de domínios de gel com uma espessura de 6.4 
nm e 50% de fluido com uma espessura de 5.4 nm, por outras técnicas poder-se-á obter 
a informação de que o sistema tem uma espessura média de 5.8 nm. Se ocorre uma 
redução de espessura num tipo de domínios, em ambos, ou numa fracção de cada um, 
torna-se ainda mais complicado de discernir recorrendo a esse tipo de técnicas. Em 
muitos casos, o sinal proveniente dum tipo de fase é mais forte, e portanto essa média 
poderá ainda ser um valor enviesado. Por último, é possível com base em estudos 
espectroscópicos obter informação sobre a existência de diferentes fases e obter 
parâmetros relativos a cada uma, mas, em geral, é necessário recorrer ao ajuste de 
modelos complexos e cujos pressupostos muitas vezes são, na verdade, aproximações. 
Por exemplo, a maior parte dos modelos não contempla a existência de lípidos na 
interface de domínios com propriedades distintas do “bulk” de cada fase, quando é 
sabido que esses lípidos poderão representar uma fracção significativa do sistema, 
principalmente em situações fora do equilíbrio (e.g. [47]).  
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Conforme já referido na secção dos Resultados (3.1), o valor de espessura obtido 
para a bicamada de DPPC (6.4 nm) encontra-se de acordo com outros já publicados 
[51,52]. Porém, difere do valor determinado num outro estudo de AFM que foi de 5.5 ± 
0.1 nm [29]. Estes autores, no seu trabalho experimental, para promover a deposição de 
vesículas em mica, não usaram cálcio, o qual é considerado essencial para ajudar a 
adsorção de vesículas àquele substrato [24, 86]. A importância deste ião é explicada 
pela modificação que induz na superfície de mica,  hidrofílica e carregada 
negativamente a pH neutro, associando-se a esta, ocorrendo, então, uma alteração da 
interacção vesícula-superfície inciando-se o processo de condensação [24]. Por outro 
lado, é importante utilizar-se tampão Hepes na observação de bicamadas depositadas em 
mica, uma vez que o tampão Tris (tampão utilizado em [29]), produz bicamadas 
instáveis, o que pode estar relacionado com a formação de fases fosfolípidicas 
onduladas induzidas por este tampão em mica [24]. Além disto, a espessura obtida para 
o gel no sistema binário DOPC/DPPC quer neste trabalho quer noutros está muito 
próxima de 6.4 nm. Neste sistema coexistem domínios de fase gel ricos em DPPC e 
domínios de fase fluida ricos em DOPC [12, 91], sendo a sua diferença de altura de 
aproximadamente 1.1 nm [19, 30]. Uma vez que a espessura de uma bicamada de 
DOPC é próxima de 5.4 nm, conforme  os resultados aqui apresentados, seria de esperar 
que a bicamada correspondente ao sistema DPPC puro apresente uma espessura 
aproximadamente 1.1 nm superior àquela apresentada pelo sistema DOPC, de forma a 
gerar domínos de fase gel e de fase fluida com esta diferença de altura no sistema 
binário DOPC/DPPC. A concordância em todos os casos (presente trabalho e 
referências acima) para o valor de espessura da bicamada de DOPC poderá estar 
relacionada com o facto de à temperatura ambiente o sistema se encontrar cerca de 45ºC 
acima da Tm daquele lípido, pelo que apenas a fase fluida é estável, e não haverá 
possibilidade de formação de domínios de fases gel inclinada ou não inclinada e da fase 
periódica (ondulada) independentemente do tampão utilizado. A diferença de espessura 
observada entre as bicamadas correspondentes aos sistemas puros DPPC (6.4 nm) e 
DOPC (5.4 nm) deve-se ao facto de que à temperatura ambiente o DPPC se apresenta 
em fase gel (e, portanto, as cadeias acilo dispõem-se predominantemente na 
conformação trans, ou seja, completamente distendidas), enquanto o DOPC se 
apresenta em fase fluida. Para além das conformações gauche que predominam nesta 
fase, o DOPC contém uma ligação dupla cis, em cada cadeia acilo, e ambas resultam 
Discussão 
 69 
num encurtamento da cadeia relativamente à conformação todas trans (Figura 6) [4] . 
Relativamente ao estudo in-situ do efeito do etanol sobre a bicamada de DPPC, in-situ 
foi necessário adicionar um volume de etanol superior ao volume adicionado ex situ e 
ao limiar de percentagem (v/v) deste álcool para a qual se verifica coexistência de 
domínios interdigitados e não interdigitados de acordo com os diagramas de fases 
obtidos pela combinação de dados de calorimetria, fluorescência, espectroscopia de 
correlação de fotões e difracção de raios-X (Figura 12) [51], e pela técnica de aspiração 
de micropipeta [58]. Possivelmente, esta situação resulta da acessibilidade do etanol à 
região das cadeias acilo de uma bicamada de DDPC, na fase gel, já formada e 
estabilizada ser mais difícil do que quando o etanol está presente no meio de hidratação, 
e ainda pelo facto da solução com etanol, utilizada para os estudos ex-situ estar mais 
homogeneizada do que a solução preparada durante os ensaios in-situ, resultante de 
adições sucessivas de etanol ao tampão. Noutros estudos procedeu-se inicialmente à 
preparação de uma solução contendo uma mistura etanol-água que foi depois adicionada 
à bicamada em estudo, permanecendo em contacto com esta durante 1 hora [93]. Porém, 
um dos objectivos deste trabalho foi estudar a dinâmica da interacção do etanol com a 
bicamada, de forma a determinar quais as consequências imediatas de um aumento da 
concentração deste no meio de hidratação dos lípidos, mimetizanto, assim, mais 
fielmente o que poderá acontecer na membrana plasmática de uma célula humana após 
o consumo de etanol numa situação semelhante. No que diz respeito à diferença de 
altura registada entre domínios interdigitados e não interdigitados na bicamada de 
DPPC depositada em mica (~1.2 nm), esta não se encontra de acordo com a obtida pelo 
grupo de Mou [93] – 1.9 nm. A discrepância verificada pode dever-se ao protocolo 
utilizado por estes autores, pois efectuaram a deposição à temperatura ambiente ou a 4º 
C, tendo, após lavagem com água, aquecido a amostra acima da Tm. Outro facto que 
pode explicar a não conformidade de resultados será o aquecimento e arrefecimento da 
amostra na presença de etanol que estes autores efectuaram, tratamento este que facilita 
a formação de domínios interdigitados [24]. Leonenko et al, que também já estudaram o 
adelgaçamento do sistema DPPC puro por AFM, relatam uma diferença de alturas entre 
domínios de espessura reduzida e porções da bicamada inalteradas de 2.0 nm [29], 
podendo a divergência em relação ao valor aqui apresentado ter a mesma origem que a 
diferença de espessura das bicamadas de DPPC registada – tampão utilizado e ausência 
de cálcio durante o processo de deposição de vesículas. Não obstante estas 
discrepâncias, a diferença de altura entre domínos interdigitados e domínios não 
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interdigitados por nós observada em mica, encontra-se em conformidade com outros 
trabalhos também já publicados [51, 52]. Nesses trabalhos os autores recorrem a 
vesículas lipídicas como sistema modelo e não a bicamadas depositadas. Estes dois 
modelos de biomembranas apresentam propriedades de ordem semelhantes quando a 
pressão lateral das bicamadas depositadas iguala a dos lipossomas, que é considerada a 
mais representativa das biomembranas [4]. Para o DPPC determinou-se uma expansão 
da bicamada para cerca do dobro da área ocupada inicialmente, como consequência da 
acção do etanol. Como tal, e como este é um dos poucos lípidos para o qual existe 
evidência directa, proveniente do perfil de densidade electrónica (Figura 11b), de que 
ocorre interdigiração, atribuiu-se a redução de espessura da bicamada de DPPC como 
sendo resultante do processo de interdigitação.  
Além do fenómeno de interdigitação ter sido registado em mica, foi igualmente, 
observado em silício, tendo sido a primeria vez que este processo é observado por AFM 
para bicamamadas depositadas sobre silício. Gedig et al. 2008 observaram também este 
processo em bicamadas depositadas em silício [95]. No entanto, o sistema lipídico 
utilizado foi o DMPC – dimiristoilfosfatidilcolina – e recorreram à elipsometria de 
imagem para observar este efeito do etanol. Por outro lado, Miszta et al., 2008 relatam 
não ter observado decréscimo de espessura por elipsometria convencional em 
bicamadas de DOPC/DOPS (80:20 mol:mol), DOPC e DLPC formadas sobre silício , o 
que pode dever-se à técnica a que recorreram para seguir o processo [96]. A espessura 
de uma bicamada medida por elipsometria convencional, corresponde à média das 
espessuras da área analisada. Dado ser possível, conforme evidenciam os resultados 
obtidos para a SLB de DPPC em silício, o suporte em que a bicamada é depositada 
poder não ser coberto por completo e poder ocorrer a deposição de bicamadas sobre 
bicamadas, assim como não ocorrer a fusão de parte das vesículas, a elipsometria 
convencional deve ser utilizada para a determinação de espessura de bicamadas 
lipídicas quando estas são bastante confluentes e homogéneas, não sendo talvez a 
técnica mais adequada para determinar variações de espessura que poderão ocorrer 
apenas em pequenas porções da bicamada depositada, ou quando esta for uma bicamada 
heterogénea, mesmo na ausência de etanol. Regressando aos resultados, a diferença 
entre as porções da bicamadas que sofreram redução de espessura e aquelas que 
mantiveram a sua altura em DOPC foi de ~ 0.75nm (Figura 30, Tabela 1),  que difere do 
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valor obtido por outros autores (1.8nm) [29]. Esta diferença pode dever-se, mais uma 
vez, ao protocolo aplicado em cada uma das situações.  
De forma a verificar que o comportamento global de uma SLB constituída por 
uma mistura binária na presença de etanol é semelhante, quer esta interacção seja 
avaliada relativamente a lipossomas em suspensão ou a bicamadas depositadas num 
suporte, o sistema binário DPPC/Col (98:2 mol:mol) foi investigado. Outros autores 
estudaram este sistema por fluorescência [53], tendo observado que o colesterol, a 2  
mol %, facilita as alterações induzidas pelo etanol na membrana, um efeito que poderá 
ser facilmente comprovado por AFM em bicamadas depositadas. A vantagem adicional 
de utilizar esta mistura é o facto de ser composta por uma única fase à temperatura 
ambiente, apesar dos dois componentes (Figura 7). Uma vez que, como explicado 
anteriormente em detalhe, a comparação entre diversos tipos de técnicas e sistemas 
modelo se torna mais difícil à medida que a complexidade do sistema vai aumentando, 
este estudo pode ser considerado o derradeiro teste à metodologia empregue no presente 
trabalho antes de passar ao caso mais relevante das misturas de lípidos com separação 
de fases. Assim, no presente estudo mostrou-se que na ausência de etanol a espessura da 
bicamada é semelhante à do DPPC puro, que 11 % (v/v) de etanol induz a redução de 
espessura, atribuída a interdigitação, de uma fracção substancial da bicamada, assim 
como a sua expansão e que 23 % (v/v) não promovem nenhuma alteração adicional. 
Estes efeitos foram observados respectivamente para 18 e 30 % (v/v) de etanol quando 
adicionado à bicamada de DPPC puro. Assim, confirma-se que 2 mol % de colesterol 
facilitam o efeito do etanol. Esta acção do colesterol pode estar relacionada com o facto 
de este aumentar a permeabilidade de lipossomas constituídos por uma mistura 
DPPC/Col até uma fracção molar de 0.1 deste esterol, valor a partir do qual se verifica 
um decréscimo da permeabilidade desses lipossomas [97]. Por outro lado, Trandum et 
al observaram, para lipossomas compostos pela mistura DMPC/Col, que a interacção do 
etanol com estas vesículas encontrava-se aumentada até um máximo de χcolesterol = 4 %  
[62], que se encontra próxima da fracção para a qual se observa o aparecimento da fase 
lo para este sistema (~ 6 mol % colesterol), de acordo com o seu diagrama de fases 
(Figura 43a), o qual é muito semelhante ao do sistema DPPC/Col (Figura 43b). Com a 
confirmação de que as SLB binárias se comportam de forma semelhante a lipossomas 
em suspensão, no que diz respeito à interacção com o etanol, existe uma base sólida 
para interpretar os estudos com sistemas multicomponentes que a seguir se discutem. 
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Figura 43 – Diagramas de fase para as misturas a) DMPC/Colesterol (retirado de [62] e b) 
DPPC/Colesterol (retirado de [27]. 
 
 
O sistema binário DOPC/DPPC exibe separação de fases gel/fluido à 
temperatura ambiente [12, 91], apresentando domínios de fase gel ricos em DPPC que 
diferem dos domínios de fase fluida ricos em DOPC por uma altura de ~1.1 nm (Tabela 
1). Com base nas áreas calculadas determinou-se que as fracções de fluido e gel são ~ 
0.8 e ~ 0.2, respectivamente, as quais se aproximam das obtidas a partir do diagrama de 
fases que indicam, para a proporção molar de 1:1, uma fracção de fluido de 76 % e de 
gel de 24 %. A diferença observada pode dever-se ao maior empacotamento e 
consequente menor área molecular média da fase gel relativamente à fase fluida [4]. A 
principal ilação que se retira do estudo do efeito do etanol sobre a bicamada composta 
por DOPC/DPPC (1:1) é que a redução de espessura da fase fluida ocorre anteriormente 
à interdigitação da fase gel. Esta interacção preferencial do etanol com a fase fluida 
pode dever-se ao facto de esta apresentar maior penetração de água e ser menos 
compacta que a fase gel, facilitando, assim, a incorporação de pequenas moléculas 
hidrófobas ou anfifílicas. A mesma justificação pode ser aplicada para explicar porque 
as bicamadas de DOPC sofrem um adelgaçamento a concentrações de etanol inferiores 
relativamente a bicamadas de DPPC. Assim, talvez seja necessário re-discutir a 
a) b) 
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literatura relativa aos efeitos do etanol em bicamadas lipídicas. De facto, como nos 
estudos inicialmente publicados o efeito do etanol em bicamadas foi avaliado por 
técnicas como a difracção de raios-X ou a calorimetria diferencial de varrimento, 
recorreu-se a lípidos na fase gel, uma vez que os difractogramas são muito mais bem 
definidos para o gel que para o fluido. Como tal, era possível detectar, mais facilmente, 
alterações na espessura da bicamada ou ainda o desaparecimento do seu plano médio, 
como um efeito do etanol, para um sistema em fase gel relativamente a um que se 
apresentasse em fase fluida. Assim, e tendo em conta que a fase fluida é 
fisiologicamente mais relevante que a fase gel, os estudos publicados até à data não 
apresentam a mesma importância, de uma perspectiva mais biológica, que o trabalho 
aqui apresentado. Há ainda um aspecto adicional que realça mais a maior relevância 
biológica deste estudo relativamente a outros, que é o facto de ser necessária maior 
concentração de etanol para induzir uma redução de espessura de 1nm na fase gel 
quando esta coexiste com fase fluida (34 % (v/v)) relativamente à situção em que à fase 
gel quando pura (11 % (v/v)). Por outro lado, outro dado importante e ainda não 
publicado na literatura é a diminuição da fracção de gel, numa mistura com coexistência 
de fases gel/fluido, como consequência da adição de etanol. Assim, observou-se que a 
razão da área da fracção de fluido relativamente à área da fracção gel passa de 3.9, antes 
da adição de etanol, para 6.7 após a última adição de etanol. A alteração desta razão é 
vísivel logo após a 1ª adição de etanol, pelo que este efeito poderá apresentar maior 
importância do que a própria interdigitação do gel. 
Os estudos existentes na literatura que relatam a interacção do etanol com um 
sistema lipídico binário são escassos [59-62]. Contudo, estudos que relatam a interacção 
do etanol com sistemas lipídicos ternários são inexistentes, pelo que se conseguiu apurar. 
Esta é, portanto, a primeira vez que se estudou quais os efeitos da adição do etanol a 
uma bicamada lipídica composta por uma mistura ternária que exibe separação de fases 
lo/ld, sendo, portanto, uma mistura contendo jangadas lipídicas [40-42]. Como os dois 
sistemas estudados, DOPC/DPPC/Col (40:40:20) e DOPC/PSM/Col (40:40:20), 
apresentaram comportamentos qualitativamente idênticos no que se refere à interacção 
com o etanol, a discussão que se segue aplica-se a ambas as misturas. Nestas situações, 
em que ocorre separação de fases lo/ld, a redução de espessura da bicamada ocorreu 
simultaneamente para os domínios ordenados e desordenados. Este aspecto reflecte que 
ambas as fases são fluidas, e que a interacção do etanol é igualmente fácil para ld e lo. 
No caso DOPC/DPPC, existe uma fase fluida e outra gel ou sólido ordenado, pelo que 
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para concentrações baixas de etanol apenas foram observados efeitos na fase mais 
desordenada (fluida). No caso de coexistência ld/lo, nos sistemas ternários estudados, a 
diminuição de espessura observada inicialmente nos domínios ordenados é inferior à 
que se observou no gel de DPPC que apresenta uma altura semelhante. Além disso, não 
se observou expansão da fase lo (Tabela 2), tal como se discute mais adiante, sugerindo 
que esta não sofre interdigitação, tal como o gel. Por outro lado, no caso da separação 
de fases lo/ld, a fracção de fase desordenada também aumenta com quantidades 
elevadas de etanol. Assim, os domínios de lo têm um comportamento mais próximo dos 
domínios de ld ou de gel, consoante o parâmetro em consideração. No seu conjunto, 
estes resultados apoiam a ideia geral de que os domínios lo constituem uma fase 
diferente quer do ld quer do gel, mas que partilha algumas propriedades de gel e fluido, 
que constitui uma das noções fundamentais da biofísica de membranas. [4] 
É de realçar o facto de se ter observado tanto o fenómeno de redução de 
espesssura como o de expansão da SLB composta por DOPC/PSM/Col (40:40:20) em 
silício, embora a expansão ocorra em menor extensão do que a observada para o mesmo 
sistema em mica. Assim, não só os resultados obtidos com SLB’s são semelhantes aos 
obtidos com vesículas lipídicas, como aparentam ser independentes do suporte utilizado 
para a deposição, pelo menos do ponto de vista qualitativo, pois tanto para a SLB de 
DPPC puro como para a de DOPC/PSM/Col os mesmos resultados foram obtidos, 
igualmente, em mica e em silício. Estas duas circunstâncias mostram o potencial das 
SLB’s enquanto bons modelos para o estudo de alterações induzidas pelo etanol sobre 
bicamadas lipídicas, que poderá ser extensível ao estudo da interacção de outros álcoois, 
xenobióticos e fármacos que actuem ao nível da bicamada lipídica, nomeadamente, 
induzindo a formação e/ou alterando a fracção de domínios com diferentes espessuras. 
Porém, algumas diferenças são detectadas quando se compara os resultados obtidos em 
cada um dos suportes mencionados. Assim, em silício a expansão da bicamada aparenta 
ser menor da observada para a bicamada depositada em mica e, por outro lado, a 
redução de espessura detectada após adição de etanol foi ligeiramente superior na SLB 
formada sobre silício. 
Para os sistemas estudados em mica efectuou-se ainda o cálculo da área ocupada 
pelas bicamadas, e respectivos domínios quando presentes, antes e após a última adição 
de etanol (Tabela 2). Em todas as situações observou-se um aumento da área inicial 
ocupada pela bicamada. Assim, para o DPPC, como já referido, determinou-se uma 
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expansão da bicamada para cerca do dobro da área ocupada inicialmente. Como tal, 
atribuiu-se a redução de espessura da bicamada de DPPC como sendo resultante da 
ocorrência de interdigitação. Este é um dos poucos lípidos para o qual existe evidência 
directa de que ocorre interdigitação proveniente do perfil de densidade electrónica 
(Figura 11b) [52]. Assim, as alterações de área/altura observadas para este lípido podem 
servir de ponto de calibração para a atribuição da redução de espessura noutros sistemas 
à interdigitação ou a outro tipo de alteração das propriedades da bicamada lipídica. Um 
processo semelhante foi conduzido para utilizar alterações na intensidade de 
fluorescência da sonda difenil-hexatrieno como um método de detecção de fases 
interdigitadas suspensões de lipossomas [53]. Assim, para os sistemas complexos 
(binário e ternários), em que se verifica a coexistência de fases fluido/gel ou ld/lo, 
observou-se que o aumento da área ocupada pela bicamada advinha apenas da expansão 
da fase mais desordenada (fase fluida na mistura DOPC/DPPC ou fase líquido 
desordenado nos sistemas DOPC/DPPC/Col e DOCP/PSM/Col), expansão essa que se 
deu para cerca de 1.5 a 1.7 vezes a área inicial, excepto para DOPC/DPPC/Col, que, no 
caso da adição de 25 % de etanol, atingiu mais do triplo do valor inicial da área coberta. 
Como consequência, e uma vez que a área das fases mais ordenadas  praticamente não é 
alterada, observa-se um aumento da fracção desordenada relativamente à fracção 
ordenada. Assim, nas misturas complexas a redução de espessura da fase mais 
desordenada resultou na sua expansão, enquanto o adelgaçamento da fase mais 
ordenada não teve qualquer efeito na sua área. Deste modo, é possível que a redução de 
espessura das fracções ordenadas seja uma consequência da indução de desordem nas 
cadeias acilo dos fosfolípidos que as compõem. A manutenção da área ocupada pelos 
domínios ordenados, concomitante com um aumento de área das fracções desordenadas, 
obriga pela conservação de massa que a fracção de fase ordenada tenha diminuído. Isto 
é claro no caso da coexistência gel/fluido porque se observa claramente pelas imagens 
(Figura 32) que os domínios de fluido adelgaçado se vão formando em zonas que 
anteriormente eram ocupadas por lípidos em fase gel. No caso da separação de fases 
lo/ld, ambas as fases sofrem a mesma redução de espessura aquando da interacção com 
o etanol a concentrações mais baixas, pelo que não é necessário considerar a 
conservação de volume para estimar a variação relativa de fracção molar de cada fase. 
Visualizando o comportamento dos dois sistemas em termos dum possível diagrama de 
fases DOPC/DPPC/etanol e DOPC/DPPC (ou PSM)/Col/etanol, chega-se à conclusão 
que há uma diferença notória entre cada situação. No primeiro caso, o aumento da 
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fracção molar de fluido deverá ocorrer por uma estabilização dessa fase pelo etanol, que 
pode ser descrita como uma diminuição do potencial químico do fluido constituído por 
DOPC/etanol/algum DPPC. O potencial químico do gel deverá permanecer 
praticamente inalterado (até que se atinja uma concentração suficientemente elevada de 
etanol), uma vez que a fracção de etanol que se incorpora no gel deverá ser muito baixa, 
e a sua composição deverá permanecer também praticamente inalterada, de acordo com 
uma ausência de adelgaçamento notório dos domínios desta fase. No caso da separação 
ld/lo, o aumento da fracção da fase desordenada deve ocorrer por um aumento da 
desordem da fase ordenada cuja composição deverá, por um lado, conter uma fracção 
significativa de etanol, e por outro, sustentar uma fracção menor de lípido de Tm 
elevada (DPPC ou PSM). Por outro lado, este lípido pode agora mais facilmente passar 
a fazer parte da fase mais desordenada, uma vez que as propriedades entre as duas fases 
não são tão díspares. Em termos dum diagrama de fases, as alterações observadas 
podem ser descritas por uma redução da área de separação de fases ld/lo, levando a uma 
redução do comprimento total da linha de conjugação, em simultâneo com uma 
aproximação da direcção dessa linha ao lado esquerdo do diagrama de Gibbs, tendo 
como consequência que para a mesma composição a distância relativa à fronteira ld/ld + 
lo seja inferior que a distância à fronteira ld+lo/lo. A conformidade dos resultados 
obtidos para os dois sistemas ternários (contendo DPPC ou PSM) indica que o efeito do 
etanol depende mais do tipo de domínios presente do que dos lípidos específicos que os 
compõem. Obviamente que para suportar esta conclusão, o estudo deve ser estendido a 
outros sistemas com sepração gel/fluido e ld/lo. Relativamente à fase ld, o aumento de 
área é bastante notório e superior ao previsto com base na conservação de volume 
calculada tendo em conta a redução de espessura (Tabela 2). Mesmo considerando o 
aumento de volume devido aos lípidos que deixaram de fazer parte dos domínios de 
lo(representa ~ 16 %  do aumento de área total para a mistura DOPC/DPPC/Col e ~ 4 % 
para a mistura DOPC/PSM/Col), o valor final obtido de volume do ld não é totalmente 
justificado. Assim, estes dados apontam para que deva ocorrer algum grau de 
interdigitação dos lípidos na fase ld. No entanto, esta interdigitação deverá ser diferente 
da que ocorre num gel de DPPC puro ou de DPPC/Col 98:2. Na fase gel, existe um 
empacotamento hexagonal das cadeias acilo, que pode ser facilmente detectado por 
dispersão de raios-X de ângulo largo  (WAXS, wide-angle X-ray scattering), e.g. 98.  
Este elevado empacotamento possibilitado pela predominância da configuração todas 
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trans nas cadeias acilo resulta na quase ausência de volume livre no interior da 
bicamada [99, 100]. O volume livre é um parâmetro muito importante em biofísica de 
membranas e está na origem de algumas teorias que descrevem a organização molecular 
dos lípidos na fase lo, como o modelo do guarda-chuva [101]. A fase ld é aquela que 
apresenta um maior volume livre da bicamada. Assim, na fase gel a interdigitação 
induzida pelo etanol deverá implicar uma forte expansão da bicamada, pois por não 
haver volume livre, as cadeias acilo de folhetos opostos deverão dispor-se lado a lado e 
a área dum gel interdigitado deverá ser aproximadamente o dobro da área do gel não 
interdigitado. No caso da fase ld, devido à existência dum volume livre muito 
significativo, as cadeias acilo dum folheto e doutro poderão interpenetrar-se, reduzindo 
o volume livre, mas sem causar uma expansão lateral tão marcada da bicamada como na 
fase gel. 
Finalmente, o facto do etanol afectar, não só a espessura da bicamada, mas 
também a topologia dos domínios de membrana e a fracção de cada fase (que 
provavelmente leva a uma alteração da composição tal como acima descrito), sugere 
que os seus efeitos biológicos podem ser exercidos por alteração na organização lateral 
da membrana. Consequentemente, isto poderá afectar funções associadas a certo tipo de 
domínios, nomeadamente jangadas lipidícas, uma vez que, por exemplo, certos 
processos celulares são desencadeados pela coalescência de jangadas, como é o caso da 
resposta alérgica mediada por IgEs [102]. Além disso, os efeitos biológicos do etanol 
poderão estar relacionados com alterações na partição de proteínas de membrana entre 
diferentes tipos de domínios, uma vez que a distribuição das proteínas de membrana é 
altamente dependente não só da fracção dos vários tipos de domínios, mas também da 
sua espessura [103-105]. Adicionalmente, o efeito protector de elevadas concentrações 
de colesterol, já descrito para a mistura DPPC/Col 80:20 [59, 62], não se verifica para 
as misturas que formam jangadas lipídicas. De facto, a presença de heterogeneidades 
laterais na membrana, ou seja, a situação que se aplica à membrana plasmática de 
células, facilita os efeitos do etanol. Isto pode ser devido a um aumento do número de 
defeitos na bicamada que facilitam a incorporação do etanol. 
Neste trabalho efectuaram-se ainda alguns estudos de deposição e caracterização 
de bicamadas lipídicas em ouro, na ausência e na presença de uma SAM. Existem 
alguns trabalhos prévios de deposição de bicamadas em ouro, utilizando sistemas de um 
lípido (DMPC ou DOPC) e de dois lípidos (DMPC/Col) [69-71]. Para além de AFM, 
este grupo de investigação recorreu a diferentes técnicas de superfícies, nomeadamente, 
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microscopia de efeito de túnel (STM) e FTIR de reflectância [70, 106, 107]. Destes 
estudos ressalta a dificuldade de depositar bicamadas em ouro mas, igualmente, a 
capacidade de caracterizar a bicamada formada sobre ouro obtendo informação 
estrutural acerca desta e a fase em que se encontra, assim como foi possível determinar 
a orientação e conformação das moléculas de fosfolípido presentes na bicamada [69]. 
Quanto ao estudo aqui apresentado, observou-se que a bicamada de DOPC/DPPC 
quando depositada directamente no ouro e analisada in-situ adquire a forma de 
estruturas tubulares. Estas estruturas, para as quais se determinou uma largura de 36 nm, 
assemelham-se às obtidas para o DMPC por microscopia electrónica por Lauf et al que 
foi de 40 nm [108] (Figura 44a). Estes autores propõem um modelo em que a formação 
destas estruturas baseia-se na fusão gradual e apical de pequenas vesículas unilamelares 
(Figura 44b) [108]. 
 
 
Figura 44 – Estruturas lipídicas tubulares longas formadas por DMPC a) observadas por 
microscopia electrónica e b) modelo proposto para a sua formação, o qual assenta na fusão 
graudal de SUV’s apicalmente. Retirado de [108]. 
 
 
Estas estruturas tubulares, quando formadas por lípidos catiónicos, podem ter 
aplicações ao nível da terapia génica, dada a sua capacidade para formar complexos 
com o DNA [109]. Recentemente, a formação de estruturas tubulares por lípidos tem 
merecido maior atenção, uma vez que se pensa que poderão estar envolvidas na 
formação das cisternas do aparelho de Golgi, tráfico celular e poderão dar origem a 
contactos entre membranas de diferentes organelos, para cuja existência se tem 
acumulado evidência [110, 111]. Também foi observado que várias ceramidas, quando 
acima duma determinada fracção molar, podem induzir a formação de estruturas 
tubulares em misturas com um fosfolípido fluido [112, 113]. Assim, o estudo biofísico 
a b 
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da formação de estruturas tubulares é actualmente uma área em expansão e reveste o 
resultado aqui apresentado de uma relevância biológica acrescida, uma vez que oferece 
um método potencial de preparação de estruturas daquele tipo num sistema em que a 
sua topologia e topografia podem ser facilmente estudadas em detalhe por AFM. 
Os estudos efectuados em ouro permitiram, ainda, observar a adsorção do 
enzima lacase sobre a bicamada lipídica composta por uma mistura ternária depositada 
neste suporte, quer a sua superfície se apresentasse ou não modificada por MUA. Foi 
então possível distinguir a presença de moléculas de enzima individualizadas e em 
aglomerados. Esta particularidade é comprovada pelos perfis mostrados na Figura 43. A 
capacidade das moléculas de lacase aglomerarem quando na presença de uma 
membrana lipídica constituída pelas mistura DOPC/PSM/Col foi comprovada por 
estudos preliminares de fluorescência (resultados não mostrados). Pelo que foi possível 
averiguar, nenhum estudo acerca da interacção da lacase com lípidos foi ainda 
publicado. Deste modo, não foi possível confirmar os resultados obtidos que indicam 
ocorrer a agregação da lacase na presença de lípidos. A formação de bicamadas de 
lípidos em ouro permitirá, então, a adsorção de vários tipos de enzimas e incorporação 
de proteínas de membrana (Figura 45), as quais podem actuar como sensores de 
determinados analitos [74]. Pelo facto do substrato ser condutor, é possível utilizar 
métodos electroquímicos para a detecção do sinal biológico, e ainda estudar a influência 
da aplicação de um campo eléctrico, nas interacções lípido-superfíce, lípido-lípido e 
lípido-proteína. O facto de terem sido obtidos resultados que apontam para a 
possibilidade de depositar bicamadas contendo jangadas lipídicas em ouro sugere que se 
poderão efectuar estudos sobre esta superfície recorrendo a um sistema que mais 
fielmente mimetiza as membranas biológicas em comparação com sistemas lípidicos 
mais simples (DMPC, DOPC) investigados até então em ouro.  
As bicamadas lipídicas foram depositadas sobre ouro recorrendo a dois métodos 
distintos; em uma das situações depositou-se directamente a bicamada sobre a superfície 
de ouro e no outro caso modificou-se o substracto com uma monocamada de 11-
mercaptoundecanóico. Esta modificação da superfície do suporte onde se forma a SLB, 
nomeadamente com o MUA, pode ser vantajosa relativamente ao uso da placa de ouro 
sem qualquer modificação prévia. Assim, este composto irá estabelecer uma ligação 
forte com o ouro por intermédio do seu grupo tiol. Após a formação da monocamada 
estável, é possível proceder à deposição de bicamadas, sem destabilizar a monocamada 
formada (devido à forte ligação entre o grupo tiol e o ouro), em que os grupos carboxilo 
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do MUA irão interagir com as cabeças polares dos fosfolípidos, proporcionando, desta 
forma, a adsorção facilitada de uma bicamada sobre ouro. Porém, no presente trabalho 
não se verificou qualquer melhoramento da eficácia da formação de uma bicamada 
lipídica em ouro nas situações em que se recorreu à modificação da sua superfície com 
MUA. 
Dos três substratos utilizados para a deposição de bicamadas, o preferível para 
efectuar o estudo de SLB’s por AFM é a mica, devido não só ao facto de ser aquele que 
apresenta uma superfície mais lisa, mas também porque é mais hidrófilo sendo aquele 
em que mais facilmente se consegue depositar uma bicamada com êxito. Neste trabalho 
e noutros estudos publicados, fica ainda realçada a semelhança de comportamento de 
misturas lipídicas complexas depositadas em mica e em suspensão de lipossomas. 
Recentemente, devido ao fabrico de micas de espessura reduzida, tem sido possível 
acoplar microscopia de fluorescência com AFM no estudo da heterogeneidade lateral de 
membranas e.g. [14, 43]. Esta técnica é particularmente útil porque alia a resolução 
axial e lateral do AFM à observação da partição e fluorescência ou não de determinadas 
sondas fluorescentes nas diferentes regiões de membrana, permitindo identificar a fase 
lipídica em questão. Porém, a mica é um substrato que apresenta algumas limitações 
quando se pretende efectuar outro tipo de estudos. Assim, devido às suas propriedades 
ópticas o sílicio permite o estudo da SLB por outras técnicas que não o AFM, como a 
elipsometria, quer convencional [96], quer de imagem [83, 95], pelo que a observação 
de jangadas lipídicas em silício (Figura 38) poderá ser um ponto de partida para outros 
estudos. Finalmente, o ouro, em virtude das suas propriedades condutoras, possibilita 
realizar o tipo de estudos referidos no parágrafo anterior, que poderão ser importantes 
não só para responder a questões fundamentais da biofísica de lípidos, como poderão ter 
aplicações na área dos biosensores (Figura 45), de cariz mais prático. 
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Figura 45 – Esquematização de um exemplo de biossensor em que uma proteína se encontra 
incorporada numa bicamada lipídica adsorvida a uma monocada auto-montada em ouro. 
Adaptado de [74]. 
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6. Conclusões e Perspectivas Futuras 
 
A investigação desenvolvida ao longo deste trabalho permite concluir que o 
estudo de interacções do etanol com sistemas modelo de membranas requer a utilização 
de bicamadas lipídicas multicomponentes, em que existem diferentes tipos de domínios 
e topologias, de modo a que toda a gama de possíveis efeitos seja abrangida, e deste 
modo clarificar quais desses efeitos deverão ser mais relevantes num contexto biológico. 
A caracterização inicial dos sistemas puros DOPC e DPPC, espessura obtida ex-situ e 
in-situ e sua concordância com os valores mencionados na literatura permitiram validar 
a metodologia empregue, tanto a técnica utilizada como o protocolo de preparação de 
bicamadas. Por outro lado, a análise conjunta dos sistemas puros DPPC e DOPC e do 
sistema binário DOPC/DPPC permitiu concluir que a fase fluida sofre redução de 
espessura a concentrações de etanol inferiores àquelas a que se observa o mesmo efeito 
na fase gel. É de realçar que relativamente ao estudo das misturas ternárias, ao utilizar-
se dois sistemas com composições diferentes (DOPC/DPPC/Col e DOPC/PSM/Col), 
mas o mesmo tipo de separação de fases (lo/ld), o efeito do etanol foi idêntico, 
inferindo-se que a acção deste álcool em misturas lipídicas deverá ser mais dependente 
do tipo de domínios presente, do que da composição específica da bicamada. De forma 
a reforçar as principais observações registadas neste trabalho, as mesmas experiências 
poderiam ser efectuadas em outras misturas lipídicas apresentando coexistência de fases 
gel/fluido ou ld/lo. 
Concluiu-se, ainda, que é possível observar os efeitos do etanol, redução de 
espessura e expansão da bicamada, em SLB’s formadas em diferentes substratos (mica e 
silício), o que, por um lado, é uma validação adicional dos estudos biofíscos de 
bicamadas em suportes sólidos e, por outro, abre perspectivas na utilização de técnicas 
como a elipsometria de imagem no estudo destes efeitos [83]. 
O presente trabalho mostrou que é possível a formação de uma bicamada 
composta por uma mistura ternária sobre a superfície hidrófoba do ouro e, por outro 
lado, que é possível adsorver uma proteína sobre essa bicamada e identificá-la 
posteriormente por AFM. Apesar dos estudos em ouro serem preliminares, não houve 
qualquer evidência para uma deposição mais eficaz da bicamada na presença de uma 
SAM hidrófila. 
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Um dos efeitos mais interesssantes observados neste trabalho foi o decréscimo 
de espessura simultâneo das fracções ordenada e desordenada com o aumento da 
fracção desordenada nas misturas ternárias. Tendo em conta que a grande maioria das 
proteínas integrais de membrana se localiza nas jangadas lipídicas (que correspondem 
aos domínios lo nas misturas ternárias estudadas), seria interessante avaliar se o etanol 
teria a capacidade de promover uma alteração na partição de uma proteína 
transmembranar ou péptidos modelo dos domínios transmembranares de proteínas 
integrais [114] como consequência dos efeitos induzidos sobre a bicamada. A análise da 
(re)distribuição das proteínas transmembranares podia ser completada com a avaliação 
da sua actividade biológica. 
Relativamente ao ouro, e tendo em conta o carácter preliminar dos estudos 
efectuados e as propriedades deste suporte, um maior número de perspectivvas ficam 
em aberto. Além da optimização das condições de deposição da bicamada em ouro, 
alguns dos trabalhos futuros podem basear-se na avaliação das interacções lípido-lípido 
e lípido-proteína com recurso a técnicas electroquímicas e de análise de superfície como 
o AFM e o STM. Deste modo, poder-se-ia determinar qual o efeito da aplicação de um 
potencial eléctrico na formação de uma bicamada e na organização lateral dos domínios 
que a compõem e ainda avaliar qual a influência da interacção mútua lípido-proteínas 
nas modificações induzidas pela aplicação do referido potencial. O potencial aplicado 
simularia a diferença de potencial que se verifica ao longo das membranas celulares. Por 
fim, seria igualmente possível testar a actividade de enzimas incorporados na bicamada 
com diferentes fases e, ainda, estudar a variação do desempenho destes enzimas 
mediante a variação do potencial ao qual a plataforma bicamada/enzima seria formada.  
Como conclusão final desta tese, reitera-se a adequabilidade do AFM para o 
estudo de interacções lípido-lípido e lípido-proteína, quer do ponto de vista fundamental 
quer do ponto de vista aplicado, que se prevê continuar a ser uma área de estudo em 
desenvolvimento nos anos vindouros. 
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